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Einfiihrung
Dar Btmdesminister fUr Forschung und Technologie in Bonn fordert im
Rahmen seines Programms "Angewandte Biologie und Biotechnologie" die
Entwicklung von Alternativmethoden zum Tierversuch. Im Dezember 1984
hat der BMFT hierzu eine Bekannbnachung ver6ffentlich. Danach konnten
Untersuchungen gefordert werden mit dam Ziel, Mikroorganismen, zellkul-
turen, subzellulare Bestandteile, biochemische Methoden und computerge-
stUtzte Verfahren auf ihre Eignung als in vitro-Modell zu priifen. In
einer Vielzahl von Projekten haben sich Industrie und Hochschule an der
umsetzung dieses Forderprogramms beteiligt.
Dar hier vorgestellte AbschluBbericht der Firma Nattemann ist ein Bei-
spiel fUr das intensive wissenschaftliche Bemiihen, in vitro-Methoden
alternativ zu Tierversuchen fUr die Forschung zu erschlieBen. Folgendes
ist dabei deutlich geworden:
-Eine Alternativmethode sollte die Untersuchung von
WirkungsmechaniSlmIl mSglich machen,
-In vitro-Priifm:>delle sind aussagefahiger, wenn sie nach Art einer
Test-Batterie lronstruiert sind. Die in mehreren Schritten gewon-
nenen Ergebnisse ergeben ein GesaIntbild, das den in vivo-Verhalt-
nissen naher konunt als die Messungen eines einzelnen in vitro-An-
satzes.
- Alternativmethoden lassen sich in bestinunten Fallen entwickeln.
Sie kOnnen vor allem beim screening auf pharmakologische Substan-
zen und in der bio-medizinischen Forschung eingesetzt werden.
SUIlJ111ary
The aim of the project "Pharmacological investigations in vitro - alter-
natives to animal experiments", was to develop, on "pain-free" cells and
tissues, tests which could be utilized for the screening of potential
drugs. These tests, as for whole animal experiments, were intended to
permit the decision of test compounds into "active"/"interesting" or
inactive"/"uninteresting" compounds. The in-vitro models upon which the
research effort was concentrated were intended to reveal:
- anti-inflammatory and immunoregulatory compounds
- antiatherosclerotic compounds
- compounds active as cardiovascular and psychotropic agents
- antiparasitic compounds.
For each of these indications a variety of in-vitro tests were investiga-
ted. While mainly receptor binding assays were developed for cardiovascu-
lar and eNS indications, the tests developed for inflammation/rheumatic
disorders facilitate the detection of compounds which:
- influence cellular and humoral immune responses,
- inhibit release or action of lymphokines,
- inhibit receptor-mediated actions of PAF,
- inhibit production of reactive oxygen species by activated
macrophages,
- stimulate phagocytic activity of macrophages,
- inhibit formation or action of individual leukotrienes.
For the field of "Atherosclerosis" in-vitro screening tests were develo-
ped which facilitate the detection of compounds which
- raise hepatic LDL-receptor activity,
modulate HDL-receptor activity in cells peripheral to the liver,
stimulate the secretion of cholesterol-rich HDL-particles by
cholesterol-loaded cells,
prevent the oxidative modification and thereby the ageing of
lipoproteins,
inhibit cholesterol biosynthesis and storage,
reduce the activity of the cholesterol-esterifying enzyme.
The selection of in-vitro tests was completed by methods for the detec-
tion and differentiation of cytostatic or cytotoxic compounds. It proved
possible to demonstrate a good correlation between results of in vitro
and in vivo investigations for some of the cell culture models utilized.
The mechanistical predictive potential, the small amount of test compound
required, the large screening capacity and the rapid and inexpensive
nature of these tests are clear advantages over animal experiments.
During the period covered by this project, the animal requirements within
Nattermann were drastically reduced, as exemplified by rat requirements
which between 1983 and 1988 were reduced by 75 %.
ZUSAMMENFASSUNG
Das Projekt "Pharmakologische Untersuchungen in vitro -
Alternativen zum Tierversuch" wurde im September 1983 gestar-
tet und hatte das Ziel, Tests an "schmerzfreier Materie" zu
entwickeln, die fUr die erste PrUfung potentieller Pharmaka,
das sogenannte Screening, eingesetzt werden konnen und ebenso
gut wie Ganztier-Experimente die Einteilung in die Kategorien
"wirksam" oder "unwirksam" bzw. "verfolgenswert" oder "nicht
verfolgenswert" erlauben. lm Rahmen dieses Projektes wurden
In-vitro-Modelle entwickelt zur Auffindung
- antiphlogistisch und immunregulatorisch wirksamer Substan-
zen
- antiatherosklerotisch wirksamer Substanzen
- kardiovaskular und psychotrop wirksamer Substanzen
- antiparasitar wirksamer Substanzen.
lm Rahmen der Untersuchungen wurden folgende Ergebnisse
erzielt:
1) Es wurden etwa 40 In-vitro-Modelle entwickelt. Als Bei-
spiele seien genannt: Lymphozytenstimulation, Makropha-
gen-Chemilumineszenz, Glutathionperoxidase-ahnliche Akti-
vitat, Bildung von ApoE- und Cholesterin-reichen HDL-Par-
tikeln durch Cholesterin-beladene Makrophagen, LDL-Rezep-
tor-Genexpression in HepG2-Zellen, Hemmung der Endothel-
zell-vermittelten Alterierung von LDL, Rezeptorassay fUr
atriale natriuretische Peptide und Plasmodium-berghei-
Phagozytose-Test.
2) FUr alle PrUfmodelle wurden detaillierte Arbeitsvor-
schriften erarbeitet.
3) Die Aussagekraft der Testsysteme wurde durch PrUfung
relevanter Referenzsubstanzen und ihre Praxistauglichkeit
durch ihren Einsatz im generellen "Screening" belegt.
Wenn moglich wurden die in vitro erzielten Ergebnisse mit
denen relevanter tierexperimenteller Untersuchungen ver-
glichen.
4) Der Einsatz von In-vitro-Modellen beim Screening anstelle
von In-vivo-Modellen setzt die Erkenntnis voraus, da~
hier in der Regel Substanzen gefunden werden, deren Wir-
kung zumeist definierten Mechanismen folgt, die durch das
Design des jeweiligen Modells bestimmt werden. Die Ent-
wieklung von Pharmaka mit definiertem Angriffspunkt ent-
spricht nicht nur dem Trend heutiger Arzneimittelfor-
sehung, sondern bedeutet auch einen Schritt vorwarts in
Richtung auf eine moglichst kausale Therapie.
Substanzen, die erst nach Metabolisierung in ihre eigent-
liehe Wirkstruktur iiberfiihrt werden (sogenannte "Pro-
Drugs") werden in vitro im allgemeinen nicht erkannt und
somit als nicht wirksam aussortiert. Nach unseren Erfah-
rungen ist das aber eine vernachlassigbar kleine Anzahl.
Ebenfalls werden beim In-vitro-Screening solche Verbin-
dungen als nicht wirksam erkannt, die den gewiinschten
therapeutischen Effekt iiber einen anderen Mechanismus
ausiiben. Wenn also keine klaren Vorstellungen iiber die
relevanten pathophysiologischen Mechanismen existieren,
die es pharmakologisch zu beeinflussen gilt, so konnen
mehrere unterschiedliche In-vitro-Untersuchungen fiir das
erste Screening durchgefiihrt und so der Gefahr begegnet
werden, potentielle Wirkstrukturen zu verlieren. Das
trifft z.B. fiir das Indikationsgebiet "chronische Entziin-
dung/Rheuma" zu.
5) Fehlende In-vitro-/ln-vivo-Korrelation ist zumeist darauf
zuriiekzufiihren, da~ die jeweilige Substanz nicht oder
schlecht resorbiert wird und/oder metabolisch so instabil
ist, da~ im Plasma oder am Zielorgan geniigend hohe
Konzentrationen nicht erreicht werden konnen.
6) FUr den Indikntionsbereich "akute und chronische EntzUn-
dung" wurde angesichts des komplexen pathophysiologischen
Geschehens eine ganze Palette von sich gegenseitig ergan-
zenden In-vitro-Modellen entwickelt, deren Basis neueste
wissenschaftliche Erkenntnisse Uber entzUndliche Mecha-
nismen und immunologische Prozesse darstellten und die
zumeist mit sogenannten "EntzUndungszellen" (Granulozy-
ten, Lymphozyten, Makrophagen) durchgefUhrt werden ken-
nen. Eine besondere Bedeutung wurde dabei den "EntzUn-
dungsmediatoren" gewidmet.
7) Zur Auffindung kardiovaskular und psychotrop wirksamer
Substanzen wurden fast ausschlie~lich Rezeptorbindungsmo-
delle entwickelt. Die Palette reicht dabei von Bindungs-
untersuchungen an a-, ~-, Acetylcholin-, Benzodiazepin-
Rezeptoren u.a., die mittlerweile schon zum Standardre-
pertoire pharmakologischer Institute und pharmazeutischer
Unternehmen geheren, bis hin zu einem Rezeptorassay fUr
"atriale natr~uretische Peptide", die selbst oder deren
Beeinflussung seit einigen Jahren zunehmendes Interesse
bei Pharmakologen und Klinikern gefunden hat.
8) Die fUr das Indikationsgebiet "Atherosklerose und Lipide"
entwickelten Testverfahren folgen im wesentlichen drei
therapeutischen Prinzipien: Senkung des Plasma-Choleste-
rins, Stimulierung des RUcktransportes von Cholesterin
aus der Gefa~wand und Hemmung oxidativ bedingter Verande-
rungen der Plasma-Lipide, von denen letztere zunehmend
als eine Hauptursache fUr die Entstehung der Atheroskle-
rose angesehen werden. Die den Testmodellen zugrunde lie-
genden Ideen sind entweder neu oder stellen eine Weiter-
entwicklung von Konzepten dar und die Methoden entspre-
chen modernstem technologischen Standard (z.B. Messung
der Genexpression).
9) Einige zellulare parasitologische PrUfmodelle erlauben
nicht nur die Auffindung potentiell antiparasitar wirksa-
mer Substanzen, sondern auch von Verbindungen, die einen
stimulierenden oder hemmenden Einflu~ auf die Immunabwehr
haben.
10) Die ausfUhrlichen Arbeitsvorschriften fUr die einzelnen
Modelle und die detaillierte Diskussion stellt die Mog-
lichkeit des Transfers dieser Modelle in andere Pharmaun-
ternehrnen sicher, so da~ die dort tatigen Wissenschaftler
auch die Chance haben, die beschriebenen Testverfahren
weiterzuentwickeln, zu optimieren oder zu modifizieren,
urn sie auf die jeweilige Problemstellung zu adaptieren.
11) Als Vorteile des In-vitro-Screenings gegenliber dem Tier-
versuch erwiesen sich die Vorgabe des Mechanismus, der
geringere Substanzbedarf, der gro~ere Probendurchsatz und
die zurneist schne1lere und kostenglinstigere Prlifung.
12) Wahrend der Laufzeit des Projektes kam es bei Nattermann
zu einer drastischen Reduktion des Tierbedarfs, der z.B.
bei der Ratte von 1983 bis 1988 urn drei Viertel gesenkt
werden konnte.
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1. EINLElTUNG
1.1 Ent:wicklung eines Arzneimi t:t:els
Die Entwicklung eines Arzneimittels (Abb. 1.1) beginnt mit
der chemischen Synthese von Substanzen bzw. der Extraktion
und Anreicherung von Verbindungen aus biologischem Material
(tierisches oder menschliches Gewebe, Pflanzendrogen, tie-
rische und pflanzliche Zellkulturen). Die erste prUfung auf
Wirksamkeit, das sogenannte "Screening", soll aus einer Viel-
zahl von Verbindungen diejenigen Strukturen erkennbar machen,
die potentiell als Pharmaka eingesetzt werden kennen. Als
Entscheidungskriterien lassen sich dafUr die Ergebnisse von
Ganztier-Untersuchungen oder auch von Experimenten mit iso-
lierten Organen, Gewebshomogenaten, kultivierten Zellen, sub-
zellularen Strukturen oder gereinigten MakromolekUlen (z.B.
Enzymen) heranziehen. Substanzen mit den gewlinschten Wirkun-
gen in den verwendeten Modellen werden weiterfUhrenden PrU-
fungen unterzogen, die zumeist gesetzlichen Auflagen bzw.
Richtlinien unterliegen.
Die Arzneimittelgesetze und die daraus abgeleiteten Richtli-
nien schreiben fUr alle neuen Arzneimittel vor, welche tier-
experimentellen Untersuchungen zur Klarung welcher Frage-
stellung durchgefUhrt werden mUssen. Die Bestimmung der Toxi-
zitat einer neuen Substanz, vor allem aber der Vertraglich-
keit bei chronischer Anwendung, Aussagen Uber Resorption,
Verteilung und Elimination, Erkenntnisse tiber besondere Emp-
findlichkeit bestimmter Organe und die differenzierte
Betrachtung der Wirkung auf Herz, Nervensystem, Niere, Hor-
monsystem u.a. sind auch heute noch nur durch Experimente am
intakten Ganztier mit ausreichender Sicherheit meglich.
An diese sogenannten "praklinischen Untersuchungen" schliej3en
sich die klinischen PrUfungen an. Wenn schliej31ich an einer
ausreichend groj3en Zahl von Patienten die Wirksamkeit und
Vertraglichkeit des potentiellen Pharmakons - auch im Ver-
gleich mit bisher verwendeten Arzneimitteln - statistisch
abgesichert worden sind, kann das Bundesgesundheitsamt einem
Antrag auf Zulassung dieses neuen Pharmakons entsprechen.
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Abb. 1.1: Entwicklung eines Arzneimittels
Weniger als 1 % der synthetisierten oder aus biolo-
gischem Material gewonnenen Substanzen erreichen die
Phasen der klinischen Prilfung
1.2 Moglichkeit der Reduzierung von Tierversuchen
Betrachtet man nun das System der Arzneimittelentwicklung
unter dem Aspekt, die Anzahl der verwendeten Versuchstiere zu
reduzieren, sind die BemUhungen urn eine gezieltere Synthese
potentieller Wirkstrukturen ein moglicher Schritt. Unter Ein-
beziehung von neuesten wissenschaftlichen Erkenntnissen Uber
die Struktur der ZielmolekUle potentieller Pharmaka und der
computergraphischen Darstellung vom biologischem Signalemp-
fanger (Rezeptor) und potentiellem WirkmolekUl unter dem
Oberbegriff einer "rationalen Syntheseplanung" kann die
Anzahl der zu prUfenden Substanzen und damit auch der zur
PrUfung herangezogenen Versuchstiere reduziert werden.
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Im Primar-Screening, bei dem es urn die Trennung potentiell
wirksamer Prlifsubstanzen von unwirksamen geht, erweisen sich
in der Regel 95 - 99 % der getesteten Verbindungen als nicht
weiter verfolgenswert. Gelingt es, im Screening die Ganztier-
Untersuchungen durch In-vitro-Prlifungen zu ersetzen, kann
eine deutliche Reduktion der Anzahl von Versuchstieren
erzielt werden. Die Verwendbarkeit einer nach den Ergebnissen
des In-vitro-Screenings als potentiell wirksam eingestuften
Substanz mu~ jedoch anschlie~end in geeigneten Ganztiermodel-
len bestatigt werden. Diese Notwendigkeit ergibt sich auch
aus der Tatsache, da~ das In-vitro-Experiment keine Aussage
darliber zula~t, ob die Substanz den Wirkort in vivo liberhaupt
erreicht, d.h. ob sie meglicherweise schlecht resorbiert oder
sehr schnell metabolisiert wird, und wie der Organismus mit
seinen vielfaltigen Regulationsprozessen auf den pharmakolo-
gischen Eingriff reagiert.
Auch im Rahmen von sicherheitspharmakologischen, pharmakoki-
netischen und toxikologischen Untersuchungen kennen Prlifungen
an schmerzfreier Materie einen Teil der bisher noch notwendi-
gen Tierversuche ersetzen und finden bereits Verwendung;
dabei ist an Prlifungen auf Vertraglichkeit von Pharmaka und
an die Untersuchung auf erbgutschadigende Wirkung zu denken.
Computersimulationsmodelle stehen noch vor ihrer Bewahrungs-
probe.
1.3 Vergleich In-vivo-I In-vitro-Priifung beim Screening
(Abb. 1.2, 1.3)
Eine Entscheidung liber die Vorgehensweise beim Screening
setzt eine kritische Bewertung der Vor- und Nachteile der In-
vivo- bzw. In-vitro-Techniken voraus.
Flir Ganztier-Untersuchungen mu~ eine Vielzahl von Tieren,
eingeteilt in eine Kontroll- sowie in Substanz- und Ver-
gleichsgruppen, eingesetzt werden, urn trotz individueller
Reaktion des Einzeltiers zu eindeutigen Ergebnissen zu kom-
men. Deutlich kostenglinstiger ist die Prlifung mit Hilfe von
Organen, Zellen oder subzellularen Strukturen, mit denen die
zu prijfende Substanz in Wechselwirkung treten und ihre Wir-
kung entfalten solI. Im allgemeinen reicht eine einzige
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Gewebspraparation aus, urn eine gro~e Menge an Prtifsubstanzen
auf potentielle Wirksamkeit zu tiberprtifen.
Bei Ganztier-Untersuchungen kann in der Regel keine Aussage
tiber den Mechanismus der Wirkung von Substanzen getroffen
werden; manche potentiellen Pharmaka sind aufgrund ihres
Angriffspunktes therapeutisch nicht nutzbar oder mit erheb-
lichen Nebenwirkungen behaftet. So kann z.B. eine an und ftir
sich gewlinschte Blutdrucksenkung auf einer Minderung der
Herzleistung beruhen, die die Weiterentwicklung einer solchen
Substanz unattraktiv erscheinen la~t. Auch zeigen z.B. zell-
toxisch wirkende Substanzen haufig gute Wirkung in Ganztier-
Entztindungsmodellen. Bei In-vitro-Untersuchungen wird mit dem
"Design" des Modells der Angriffspunkt einer potentiellen
Wirksubstanz vorgegeben und damit die Chance eroffnet, rela-
tiv selektiv wirkende Pharmaka zu finden. Oft reicht bereits
die Bindung einer zu prtifenden Substanz an die vorgegebenen
Strukturen aus, um sie als potentiell wirksam einzustufen und
von den nicht bindenden, also unwirksamen Substanzen zu dis-
kriminieren.
Allerdings kann man andererseits bei diesem Vorgehen nur
potentielle Arzneistoffe auffinden, deren Wirkprinzip vor-
stellbar und vorzugeben ist; d.h. die Entdeckung vollig uner-
warteter neuer Prinzipien wird dabei au~erst unwahrschein-
Lich .
Ftir das Ganztier-Experiment werden - je nach Gro~e der Ver-
suchstiere - relativ gro~e Substanzmengen benotigt. Dagegen
bieten der geringe Substanzbedarf, die hohe Empfindlichkeit
und der gro~e Probendurchsatz bei In-vitro-Untersuchungen
auch die Moglichkeit, Rohextrakte aus Pflanzendrogen oder
Pflanzenzellkulturen zu prtifen, in denen die eigentliche
Wirkstruktur nur etwa 1 % der Inhaltsstoffe ausmacht.
Tierversuche erlauben aber im Gegensatz zur In-vitro-Prlifung
eine qualitative Aussage tiber die Resorption und das Errei-
chen ftir die Wirkung ausreichender Plasmaspiegel (Bioverftig-
barkeit), wenn sich eine Prtifsubstanz nach oraler Applikation
als wirksam erweist. Au~erdem konnen in tierexperimentellen
Untersuchungen auch Substanzen gefunden werden, die erst nach
Biotransformation, also nach Metabolisierung im Organismus,
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ihre Wirkung entfalten, daher sogenannte "Prodrugs" darstel-
len. Solche Substanzen kennen beim In-vitro-Screening nicht
erfa,C3t werden.
Die Vorgabe des Wirkmechanismus, der geringe Substanzbedarf,
die oft hohe Empfindlichkeit, die Meglichkeit eines hohen
Probendurchsatzes, also einer kostengUnstigen PrUfung, und
nicht zuletzt der Tierschutzgedanke stellen jedoch deutliche
Vorteile des In-vitro-Screenings dar; Aussagen Uber Resorp-
tion, Biotransformation und BioverfUgbarkeit mUssen dann nur
noch fUr verfolgenswerte Subs tanzen in Tierexperimenten
gewonnen werden.
Substanz Q
ornle '0->
Applikation
o
Resorption
Biotransformation
Bioverfiigbarkei t
Bindung an extrazellulore
(membranstondige I und fader
Intrazellulore Rezeptoren
Wirkung
Zielzelle
ZielmolekUle
(z,B. EiweiOe, Nokleinsdurenl
Abb. 1.2: Bei In-vivo-Untersuchungen erreicht die zu priifende
Substanz iiber die Blutbahn das Zielorgan bzw. die
Zielzellen, urn dort an extrazellulare (membranstan-
dige) und/oder intrazellulare Rezeptoren zu binden
und so eine Wirkung auszulosen. Wird die Substanz
oral gegeben, stellen die Aufnahme iiber den Darm
(Resorption) und die Passage der Leber erste Hinder-
nisse dar. Manchmal findet bereits bei der ersten
Passage der Leber eine so ausgepragte biochemische
Veranderung der Substanz (Biotransformation) statt,
da,C3 keine fiir die Wirkung notwendigen Plasmaspiegel
(" Bioverfiigbarkeit") der Substanz mehr erreicht wer-
den, manchmal wird aus einem sogenannten "Prodrug"
in der Leber erst die eigentliche Wirkstruktur
gebildet.
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Zielzelle
membransHindiger
Rezeptor
intrazellulCirer
Rezeptor
/
Abb. 1.3: Bei In-vi tro-Untersuchungen arbei tet man aus-
sch1ie~lich mit dem zielorgan, Zielzellen oder
subze11ularen Strukturen. Oft reicht bereits der
Nachweis der Bindung einer Substanz an membranstan-
dige oder intrazellulare Rezeptoren aus, um sie als
potentiell wirksam einzustufen und von anderen
unwirksamen zu unterscheiden.
1.4 Unser Projekt "Pharmakologische Untersuchungen in vitro -
Alternativen zum Tierversuch"
Das Projekt "Pharmakologische Untersuchungen in vitro -
Alternativen zum Tierversuch" , das im September 1983 gestar-
tet wurde, hatte das Ziel, Tests an "schmerzfreier Materie"
zu entwickeln, die fUr das Screening potentieller Pharmaka
eingesetzt werden konnen und ebenso gut wie Ganztier-Experi-
mente die Einteilung in die Kategorien "wirksam" oder
"unwirksam" bzw. "verfolgenswert" oder "nicht verfolgenswert"
erlauben. Dabei konzentrierte man sich auf In-vitro-Modelle
zur Auffindung
- antiphlogistisch und immunregulatorisch wirksamer Substan-
zen
- antiatherosklerotisch wirksamer Substanzen
- kardiovaskular und psychotrop wirksamer Substanzen (Rezep-
torbindungsuntersuchungen)
- antiparasitar wirksamer Substanzen.
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1. 4.1 Strategie
Das Vorgehen orientierte sich am Ziel des Projektes, die
Gleichwertigkeit von ausgewahlten etablierten Ganztier- und
zu entwickelnden In-vitro-Experimenten fur das Auffinden von
Wirkstoffen zu belegen und besonders die Vorteile des In-
vitro-Screenings herauszustellen. Basierend auf neuesten
wissenschaftlichen Erkenntnissen uber mogliche Ursachen von
Erkrankungen waren In-vitro-Modelle zu konzipieren, das
experimentelle "Design V zu erarbeiten, die Wirksamkeit von
Referenzsubstanzen, d.h. schon bekannten Arzneistoffen, in
dem jeweiligen Prufsystem zu belegen und die Eignung fur rou-
tinemapiges Screening zu zeigen. In einem zweiten Schritt war
fur Referenz- und Prlifsubstanzen nachzuweisen, dap die in
vitro erzielten Ergebnisse gut mit den in vivo, also in einem
etablierten Tiermodell, erhobenen Befunden korrelierten,
d.h., dap die In-vitro-prlifung das In-vivo-Screening ersetzen
kann.
1.4.2 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse
Die erzielten Ergebnisse sind in den Kapiteln 2 bis 5 aus-
flihrlich dargestellt. Flir jedes entwickelte Testverfahren
wird einleitend kurz und allgemein verstandlich das Prinzip
und die Aussagemoglichkeit erlautert. Es folgt eine Beschrei-
bung der benutzten Materialien und eingesetzten Methoden, die
so detailliert gehalten ist, dap sie als "Kochbuch" betrach-
tet werden kann und ohne wesentliche Probleme nachvollziehbar
sein mlipte. Damit solI im Sinne des Projektes eine schnelle
und allgemeine Verbreitung der von uns entwickelten Methoden
moglich werden. Da diese Verfahren im Laufe des Projektes
optimiert worden sind, ist es in einigen Fallen moglich, dap
Experimente und Ergebnisse beschrieben werden, die mit einem
anderen Versuchsdesign, als unter "Material und Methoden" an-
gegeben ist, erarbeitet worden sind. Daher enthalten die
Legenden zu den Tabellen und Abbildungen noch jeweils eine
kurze Beschreibung des gewahlten experimentellen Designs.
Der Ergebnis- und Diskussionsteil ist im wesentlichen als
"Werkstattbericht" verfapt, solI also nicht, wie in Publika-
tionen ublich, in idealisierter - und oft nicht nachvollzieh-
barer - Weise "Highlights" prasentieren, sondern einen tiber-
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blick tiber das vermitteln, was experimentell erarbeitet wor-
den ist und welche Probleme jeweils aufgetreten sind. So wer-
den, urn die Bandbreite meglicher Ergebnisse und Interpreta-
tionen abzudecken, tabellarisch und textlich auch Ergebnisse
prasentiert, die mit Substanzen aus der "Nattermann-Ktiche"
gewonnen worden sind.
Unserer Meinung nach erlaubt eine solche Darstellung der
Ergebnisse mit detaillierter Diskussion den Wissenschaftlern
in anderen Pharmaunternehmen, basierend auf unserer Arbeit
die beschriebenen Testverfahren weiterzuentwickeln, zu opti-
mieren oder zu modifizieren, urn sie auf die jeweilige Prob-
lemstellung zu adaptieren.
Ein besonderes Problem stellte die In-vitro-/In-vivo-Korrela-
tion dar, d.h. der Nachweis, da~ die von uns etablierten
In-vitro-Modelle bekannte und eingesetzte Tiermodelle erset-
zen kennen. In einigen Fallen gab es gute, in anderen Fallen
kaum eine Korrelation. Haufig lie~ sich die fehlende Korrela-
tion mit den pharmakokinetischen Eigenschaften und/oder einem
ausgepragten Metabolismus der jeweiligen Substanz in vivo
erklaren. So wurde uns bereits wahrend des Verlaufs des Pro-
jektes klar, da~ das Ziel, jeweils eine In-vitro-/In-vivo-
Korrelation aufzuzeigen, falsch gewahlt war. Der Einsatz von
In-vitro-Modellen beim Screening anstelle von In-vivo-Model-
len verlangt eine andere Denkweise und das Bewu~tsein, da~
hier zurneist Substanzen gefunden werden, deren Wirkung einem
bestimmten Mechanismus folgt, da~ damit aber aIle Substanzen
als nicht wirksam aussortiert werden, die erst nach Metaboli-
sierung in ihre eigentliche Wirkstruktur tiberftihrt werden
bzw. die gewlinschte Wirkung nach einem anderen Mechanismus
austiben. Wie schon in den vorhergehenden Kapiteln diskutiert,
erlaubt eine gefundene In-vitro-Wirksamkeit keine Aussage
dartiber, ob die Substanz absorbiert wird und/oder metabolisch
so stabil ist, da~ im Plasma oder am Zielorgan gentigend hohe
Konzentrationen erreicht werden kennen.
Die Frage nach der metabolischen Stabilitat kann jedoch durch
eine zusatzlich In-vitro-Untersuchung der Substanzen durch
Inkubation in Gegenwart eines Kofaktoren-Gemisches und einer
Mikrosomenpraparation aus Leber (z.B. aus Rattenleber) wenig-
stens teilweise beantwortet werden. Nach Extraktion lassen
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sich Muttersubstanz und entstandene Metabolite hochleistungs-
flUssigkeitschromatographisch auftrennen und quantifizieren.
Solche Untersuchungen, die nicht Gegenstand dieses projekts
waren, stellen eine weitere "Auslese" und eine notwendige
Ergiinzung zu den beschriebenen IIn-vitro-PrUfungen" auf phar-
makologische Wirksamkeit dar.
1. 4.3 Auswirkungen des Projekts auf den Tierbedarf
Im Rahmen der Arbeiten an dem Projekt "Pharmakologische
Untersuchungen in vitro - Alternativen zum Tierversuch"
konnte bei Nattermann in den Jahren 1983-1988 die Anzahl ver-
wendeter Versuchstiere deutlich reduziert werden (Abb. 1.4).
Das trifft besonders fUr die Ratte zu, die das klassische
Versuchstier ftir pharmakologische Untersuchungen darstellt.
Der vorUbergehende Anstieg der Zahl verwendeter Miiuse ist auf
den Bedarf an Maus-Makrophagen zurUckzufUhren, die ftir die
Etablierung zahlreicher Mode1le aus den Indikationsgebieten
II EntzUndung" und "Atherosklerose" unerliiJHich waren. Da diese
vor dem eigentlichen Test getetet wurden, sind sie im stren-
gen Sinne nicht zu den Versuchstieren zu ziihlen. Im Verlauf
des Projektes wurde jedoch versucht, viele dieser Tests unter
Verwendung permanenter Makrophagen-Zellinien durchzuftihren,
die in Kultur gehalten werden kennen, so da~ ein weiterer
RUckgang der Zahl verwendeter Miiuse zu verzeichnen war.
Wir glauben, da~ die von uns entwickelten In-vitro-Modelle
auch in anderen Unternehmen der pharmazeutischen Industrie zu
einem Rtickgang der Versuchstierzahl ftihren kennten.
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Abb. 1.4: Entwicklung des Tierbedarfes bei Nattermann unter
dam Einflu~ des BMFT-Projektes
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2. IN-VITRO-TESTMODELLE ZUR ENTWICKLUNG ANTIPHLOGISTISCHER
UNO IMMUNREGULATORISCHER SUBSTANZEN
2. 1 Einfiihrung
Eine EntzUndung ist die Reaktion eines Gewebes auf eine Zell-
bzw. Gewebsschadigung, die durch unterschiedliche Faktoren
ausgelost werden kann. Nach ihrem Verlauf wird eine EntzUn-
dung gewohnlich entweder als akut oder als chronisch bezeich-
net.
2.1.1 Akute Entzfindung
Wahrend der akuten EntzUndung, wie sie z.B. bei bakterieller
Infektion oder kleinen Wunden auftritt, dominieren Gefa~pro­
zesse. Die Kardinalzeichen der akuten EntzUndung sind Rotung
und Erwarmung - bedingt durch die arteriolare Gefa~erweite­
rung -, Schwellung - Ergebnis einer gesteigerten vaskularen
Permeabilitat und der Plasmaexsudation - und Schmerz. Bei den
Zellen, die eine Hauptrolle bei der akuten EntzUndung spie-
len, handelt es sich urn polymorphkernige Granulozyten, die
durch das Gefa~endothel in das Gewebe wandern und dort die
eingedrungenen Organismen (z.B. Bakterien) phagozytieren. Bei
diesem Prozess setzen sie Enzyme und Mediatoren frei; die
zuletzt genannten sind hauptsachlich verantwortlich fUr die
Symptome der EntzUndung durch ihren Einflu~ auf die Gefa~e.
Am EntzUndungsprozess ist eine Reihe unterschiedlicher Media-
toren beteiligt.
Die Freisetzung bakterieller Endotoxine in das Blut fUhrt zu
einer Aktivierung des Komplementsystems, das ein integraler
Bestandteil des Blutplasmas ist und dessen Aktivierung eine
Kaskade von Peptiden mit meist enzymatischer Aktivitat
erzeugt, von denen jedes fUr die Bildung des nachsten Faktors
verantwortlich ist. FUr die Komplementaktivierung existieren
zwei unterschiedliche Wege, der klassische und der alterna-
tive Weg. Eine ganze Reihe von Stimuli sind fahig, den alter-
nativen Weg zu initiieren, wahrend die Komplement-Aktivierung
Uber den klassischen Weg durch Immunkomplexe ausgelost wird;
dieser Weg ist moglicherweise von entscheidender Bedeutung
bei der rheurnatoiden Arthritis. Beide Wege fUhren zur Spal-
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tung des Faktors C3 mit der Bildung der Faktoren C3a und C3b
und in einer anschlie~enden Reaktion von C5a (Abb. 2.1).
C3
ALTERNATIVE
(z.B. Endotoxin)
KLASSISCHE
(Immunkomplex)
-C3bBI~
-C42
C5
C3b
C5b+ C5a
+
C3a
Abb. 2.1: Aktivierung des Komplementsystems
Unter den biologischen Aktivitaten dieser Faktoren, die fur
die Entzundung relevant sind, sind die Freisetzung lysosoma-
ler Enzyme aus Makrophagen und die Degradierung von Immunkom-
plexen zu nennen, die beide durch C3b induziert werden, des
weiteren die Degranulierung von Granulozyten, die Chemotaxis
und die Freisetzung von Superoxid-Anionen (02-'), die Erho-
hung der Gefa~permeabilitatund die 5dembildung, die aIle
durch C5a induziert werden.
Neben C5a gibt es eine Reihe weiterer Agenzien, die Granulo-
zyten stimulieren kennen; zu diesen geheren andere Peptide,
bakterielle Produkte, Produkte und Partikel, die aus dem
Gewebsuntergang resultieren, und Bakterien.
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), unter ihnen 02-" kennen
umgehend nach Stimulation von Granulozyten gebildet werden
und stellen einen essentiellen Bestandteil der bakteriziden
Aktivitat dieser Zellen dar. 02-" das enzymatisch durch eine
Membran-gebundene NADPH-Oxidase gebildet wird, kann zu Was-
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serstoffperoxid (HZOZ) dismutieren und ftihrt tiber die Reak-
tion von diesen zwei ROS in Gegenwart eines Metallions (z.B.
Fe Z+) zur Bildung der hochreaktiven Hydroxylradikale (OH')
und anderer reaktiver Produkte. Diese ROS zerstoren die umge-
benden Membranen und Gewebe und fordern die Entztindung
(Abb. 2.2).
Hexosemonophosphat-
"Shunt"
Leukozytenmembran
Arachldonsaure
~
[0]' PGG2
'------...v,..---'
Odem
Gewebszerstorung
Abb. 2.2: Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies durch Leu-
kozyten.
Ein wesentlicher Bestandteil der Membranphospholipide ist die
Fettsaure "Arachidonsaure". Nach einer Leukozyt.enstimulation
wird Arachidonsaure aus den Membranphospholipiden durch Kata-
lyse der Phospholipase Az freigesetzt. Diese freigesetzte
Arachidonsaure wird im Zytosol enzymatisch in eine gro~e
Anzahl von biologisch aktiven Oxidationsprodukten (Abb. 2.3)
umgewandelt.
Die Prostaglandine (PGs) werden aus der Arachidonsaure durch
das Enzym Cyclooxygenase gebildet, wobei am Anfang als insta-
bile Zwischenprodukte die zyklischen Endoperoxide PGGz und
PGHz und schlie~lich die stabileren Formen PGEz' PGDz' PGFz~'
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PGIZ (Prostazyklin) und das instabilere Thromboxan Az (TXAz)
entstehen.
Das wichtigste bei Entzundungsprozessen anzutreffende Cyclo-
oxygenase-produkt - und dies gilt sowohl fur die akute als
auch fur die chronische Entzundung - ist PGEz• PGEz liegt im
entzundlichen Gewebe in hohen Konzentrationen vor und ist in
diesen Konzentrationen in der Lage, Vasodilatation und Ery-
theme hervorzurufen, Plasmaexsudation und Schwellungen zu
fordern und die Schmerzrezeptoren gegenuber nozizeptiven Sti-
muli zu sensibilisieren (Hyperalgesie). Somit ist PGEz allein
oder zusammen mit anderen Entzundungsmediatoren fahig, drei
der klassischen Zeichen einer akuten Entzundung hervor-
zurufen.
C:::;:;::OOH
1"7"I""~COOH
()llll~
OOH
~
~~
r"T1"'~COOH s,n~r..,.". r1I"~COOH
O>llll~ '<o~
OH OH
ArochidonsQure
5'UP"I.'~ ~IO,o" ••n...
~OOH
S-HPpe
--
!o.n",...
H~OHH OH COOH ~7 7 COOH
s, - o4lIHydrotolt ::-'~ 7
~ ~!t -- y.Glulomyltronst.fou --!t
R, fYS' -9H1
y-Glu CHCOOH
I
NHCOlCHllzfHCOOH
NHI
R. Cys. -fHl
CHCOOH :4 CYJltinylolycinou
I
NHI
~
!
~'H, OH777' COOHH S-R
R, Glulalhian. -fHl
lfrs-GlY fHCONHCHZCOOH
y-Glul NHCOICH1}19HCOOH
NHI
R. Cys-Gly' -fHl
fHCONHCH1COOH
NHI
~
HOOC~
H~
~(PrastatYtlln~
Abb. 2.3: Biologisch aktive Metaboli ten der nreoni.donstiure
(aus: Parnham, M.J., Pharmazie heute, Band 3, Mai 1986)
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Weiterhin wird die Arachidonsaure einer enzymatischen Oxida-
tion durch eine Reihe von Lipoxygenasen unterworfen, die eine
Peroxidgruppe in verschiedene Positionen des Arachidonsaure-
molekuls einfuhren. Die fur die Entzundung bedeutsamsten Pro-
dukte sind diejenigen des 5-Lipoxygenase-Weges, welche aus
der 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure (5-HPETE) gebildet werden
(Abb. 2.3). Biologisch bedeutender als das ebenfalls entste-
hende 5-Hydroxy-Derivat (5-HETE) sind die Leukotriene (LTs).
Fur die akuten Entzundungsreaktionen sind die chemotaktischen
und gefa~permeabilitatserhohendenWirkungen des LTB4 von
gro~ter Bedeutung. Neben einer Stimulierung der Einwanderung
von Granulozyten in entzundetes Gewebe bewirkt LTB4 auch eine
Stimulierung der Freisetzung hydrolytischer Enzyme und ande-
rer Entzundungsmediatoren aus diesen Zellen und fordert somit
das weitere Fortschreiten der Entzundungsreaktion. Seit kur-
zem gibt es Hinweise dafur, da~ LTB4 auch ein intrazellularer
Mediator fur Stoffwechselvorgange in Granulozyten ist, welche
der "Stimulus-Sekretions-Kupplung" dienen. Die starke gefa~­
permeabilitatserhohende Aktivitat des LTB4 scheint auch mit
Granulozytenfunktionen zusammenzuhangen, da LTB4 in Abwesen-
heit von Granulozyten die Plasmaexsudation nicht stimulieren
kann. Moglicherweise spielen fur diese vorgange auch Interak-
tionen mit PGEz ein Rolle, da PGEz die LTB4-induzierte Plas-
maexsudation steigert.
Neben der Freisetzung von Arachidonsaure fuhrt die Stimula-
tion des Phospholipid-Stoffwechsels der Membranen zur Syn-
these des "platelet activating factor" (PAF). Dieses Ether-
Phospholipid (Abb. 2.4) hat verschiedene Eigenschaften, von
denen die Fahigkeit, Granulozyten zu stimulieren, von beson-
derer Bedeutung fur die Entzundung ist, da daraus die Aggre-
gation, eine gesteigerte Beweglichkeit (Chemokinese), die
Oz-'-Produktion und die Freisetzung lysosomaler Enzyme
resultieren.
Bei der Entwicklung von In-vitro-Testsystemen fur die Auffin-
dung von Substanzen, die antiinflammatorische Eigenschaften
besitzen und den akuten entzundlichenProzess beeinflussen
konnten, ist es notwendig, der Vielfalt der zellularen und
enzymatischen Reaktionen beim Entzundungsprozess durch eine
Palette geeigneter Modellreaktionen Rechnung zu tragen. Erst
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die In-vivo-Prlifung und m6glicherweise sogar erst die Prlifung
am Patienten kann dann den Beweis erbringen, da~ die Reak-
tion, die durch die betreffende Substanz beeinflu~t wird,
tatsachlich flir den jeweiligen Krankheitsprozess eine ent-
scheidende Bedeutung hat. Die pro-inflarnrnatorischen Effekte
vieler Mediatoren wurden ausgiebig in In-vitro- und In-vivo-
Modellen untersucht und bewiesen. Db die dazu jeweils notwen-
digen Konzentrationen jedoch bei entzlindlichen Erkrankungen
erreicht werden oder ob durch das Wechselspiel der verschie-
denen Mediatoren sich eine modifizierte Situation darstellt,
die im Experiment nicht zu fassen ist, bleibt ungeklart, bis
Ergebnisse weiterer Untersuchungen - insbesondere aus klini-
schen Studien - vorliegen.
C~ - 0 - (CHZ)n - CH3I
CH - C - 0 - CH 0 CH3
3 " I I +/
0 CHZ - 0 - p - o - CHZ - CHZ - N - CH
II
3,
0 CH3
Abb. 2.4: Strukturfoxmel von PAF (n=15 oder n=17)
2.1.2 Chronische Entzilndung
Neben den Symptomen einer akuten Entzlindung ergeben sich im
Verlauf chronischer Entzlindungen an bestirnrnten Pradilektions-
stellen, z.B. an Gelenken (chronische Polyarthritis) oder ar-
teriellen Gefa~en (Lupus erythematodes), ausgedehnte Destruk-
tionen und liberschie~ende reparative Prozesse, die zu einem
Verlust norrnaler Funktionen flihren k6nnen.
Als Ursache insbesondere der chronischen Polyarthritis wird
ein multifaktorielles Geschehen angenornrnen, wobei genetische,
irnrnunologische und biochemische Aspekte diskutiert werden.
Als wichtige Mediatoren, die zur Chronizitat der Entzlindung
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beitragen, werden Ubereinstimmend immunologische Faktoren
angesehen. Entsprechend den grundsatzlichen immunologischen
Abwehrmechanismen kommt es zur Veranderung der humoralen und
der zellularen Immunabwehr. So findet sich bei der progredi-
ent chronischen Polyarthritis der sogenannte Rheumafaktor,
ein 19-5-Immunglobulin, das gegen autologes 7-S-Immunglobu-
lin G gerichtet ist. Au~erdem kommt es auf zellularer Ebene
zu einem Ungleichgewicht verschiedener T-Zell-Subpopulatio-
nen. Diese Befunde weisen auf eine Fehlsteuerung humoraler
und zellularer Immunregulationen im Verlauf chronisch-ent-
zUndlicher Erkrankungen hin. Es erscheint daher angebracht,
sowohl nach humoralen als auch nach zellularen Immunregulan-
zien zu suchen, die das Gleichgewicht der Immunabwehr rekon-
stituieren kennen.
Der Aktivitatszustand der Lymphozyten kann bestimmt werden
durch Messung ihrer Proliferationsrate nach Stimulierung mit
einem sogenannten Mitogen. Durch die Verwendung selektiver
Mitogene kann die Selektivitat des Tests gesteigert werden,
so z.B. fUr T-Zellen, die ihren Namen nach ihrer Abhangigkeit
vom Thymus bekommen haben. T-Lymphozyten werden durch Anti-
gene aktiviert, die ihnen durch Makrophagen in Anwesenheit
des Cytokins Interleukin-l (IL-l) prasentiert werden. IL-l
stimuliert die Bildung von IL-2 durch T-Lymphozyten, wodurch
die weitere Proliferation dieser Zellen beschleunigt wird.
Zusatzlich hat Interleukin-l noch andere fUr die chronische
EntzUndung wesentliche Eigenschaften, so z.B. die Stimulie-
rung der Freisetzung von PGE2 und Kollagenase aus Fibrobla-
sten, die Steigerung des Chondrozyten-Metabolismus und die
Synthese von "acute phase proteins" in der Leber.
Der zweite bedeutende Zelltyp der Immunantwort sind die B-
Zellen, die sich zu Immunglobulin-synthetisierenden Plasma-
zellen und "Gedachtniszellen" differenzieren kennen. Diese
Zellen kennen als Effektoren der humoralen Immunitat angese-
hen werden. Die Fahigkeit der Plasmazellen, Immunglobuline
(Ig) zu synthetisieren, kann zum Nachweis antikerperbildender
Zellen genutzt werden, wobei durch ein spezifisches Antigen
die Ig-Synthese stimuliert und nach einer bestimmten Zeit die
Zahl der antikerperbildenden Zellen quantifiziert wird.
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Die Induktion von Ig-Antikorpern gegen endogene Proteine und
andere Strukturelemente von Zellen und Gewebe ftihrt zur Auto-
immunitat tiber die Bildung von Immunkomplexen zwischen Struk-
tur-Antigen und Autoantikorpern. Dieser Prozess spielt sich
bei der rheumatoiden Arthritis und einem weiten Spektrum
anderer chronischer entztindlicher Erkrankungen abo
Wahrend Lymphozyten die Immunantwort initiieren und aufrecht-
erhalten, haben Makrophagen eine bedeutende Funktion ftir die
Antigenprasentation und die Zell-zu-Zell-Interaktion. Sie
prasentieren die Antigenmolektile den T-Lymphozyten, wodurch
die T-Zell-Stimulation erfolgt. Diese T-Zell-Makrophagen-
Interaktion ist genetisch in der D-Region des Histokompatibi-
litatskomplexes determiniert. Au~erdem sind Makrophagen in
die T-B-Zell-Interaktion eingeschaltet, d.h. T-Helferzellen
benotigen die Anwesenheit von Makrophagen, um B-Zellen in
antikorperbildende Zellen umzuwandeln.
Neben diesen genannten Funktionen bei der Immunabwehr kommen
den Makrophagen noch weitere bedeutungsvolle Aufgaben zu:
Phagozytose, Zytotoxizitat und Sekretion.
Die Phagozytose richtet sich entweder gegen korpereigene,
aber geschadigte Komponenten oder gegen korperfremde Partikel
(Mikroorganismen). Die Erkennung dieser phagozytierbaren Par-
tikel erfolgt entweder durch Rezeptoren ftir Immunglobulin und
Komplement bei opsonisierten Mikroorganismen oder durch Ober-
flachenstrukturen, die eine Unterscheidung zwischen II selbst II
und "nicht-selbst" erlauben.
Zytotoxizitat von Phagozyten ist das extrazellulare Abtoten
anderer Zellen, wenn diese als fremd oder geschadigt erkannt
werden.
Die Sekretion d.h. die Freisetzung biologisch aktiver Pro-
dukte, umfa~t so unterschiedliche Komponenten wie Prostaglan-
dine, Leukotriene, Komplementfaktoren, reaktive Sauerstoffme-
tabolite, "platelet activating factor" (PAF), verschiedene
Enzyme und Wachstumsfaktoren, die andere Zellen regulieren
.(z.B. auch Fibroblasten). Zu den sezernierten Enzymen gehoren
unter anderem ~-Glucuronidase, Kollagenase und Elastase.
Aus diesen Erkenntnissen tiber die chronische Entztindung kann
abgeleitet werden, da~ Substanzen, die auf die humorale und
zellulare Immunantwort oder auf verschiedene Makrophagenfunk-
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tionen wirken, potentiell antiinflammatorisch und damit anti-
degenerativ wirksam sein konnten.
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2.2 Lymphozytenstimulation
2. 2. 1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t
Durch Gradientenzentrifugation (Methode nach Boyum, 1976)
gewonnene Humanlymphozyten kennen durch Mitogene Concana-
valin A (ConA), Pokeweed-Mitogen (PWM), Leukoagglutinin (LAG)
zur Proliferation angeregt werden, wobei je nach Wahl des
Mitogens definierte Lymphozytenpopulationen starker als
andere beteiligt sind. So lassen sich durch ConA und LAG in
erster Linie T-Lymphozyten stimulieren, wahrend durch PWM
besonders die Proliferation von B-Lymphozyten, und in gerin-
gerem Mape die von T-Lymphozyten induziert wird. In Gegenwart
von Testsubstanzen kann diese polyklonale Aktivierung
unbeeinflupt, unterdrlickt oder potenziert werden, wobei der
Einbau von 3H-Thymidin ein Map flir die Proliferation der Lym-
phozyten darstellt (Methode nach Mishell und Shiigi, 1980).
Der Effekt der Prlifsubstanzen wird durch den Stimu-
lationsindex
inkorporiertes 3H-Thymidin in Gegenwart von Substanzen [dpm]
SI --------------------------------------------------------------inkorporiertes 3H-Thymidin in Abwesenheit von Substanzen [dpm]
ausgedrlickt. Ein S1 > 1 bedeutet eine Potenzierung, ein Wert
< 1 eine Unterdrlickung der Stimulation.
Dieses Modell eignet sich als erster, vorgeschalteter Scree-
ningtest zur Prlifung des Effektes von Substanzen auf humane
periphere Lymphozyten. Die Modulation von Elementen des humo-
ralen wie zellularen Immunsystems kennte ein wesentlicher
Faktor bei der Therapie chronisch-entzlindlicher Erkrankungen
sein.
2.2.2 Material und Methoden
2.2.2.1 Reagenzien
RPMI-Medium
Trockenpulver RPMI-Medium (Flow 10-601-20) mit 50 ml Aqua
bidest. anlesen und zusatzlich zugeben:
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15 romol/l Hepes-Puffer (Flow 15-884-13)
100 I.E./ml Penicillin
100 ~g/ml Streptomycin} (Flow 16-700-49)
4 romol/l Glutamin (Boehringer Mannheim 210-277)
18 romol/l NaHC03 (Merck 6323)
50 ~mol/l 2-Mercaptoethanol (Merck 805740)
mit Aqua bidest. auf 5 1 aufflillen, bei -20°C aufbewahren.
RPMI/10 % FKS (Flow 29-101, 1 h bei 56°C hitzeinaktiviert)
Mitogene: ConA (Difco 3351-56)
LAG (Pharmacia 17-0630-01)
PWM (Gibco 670-5360)
3H- Thymi di n (Amersham TRK.296)
Ficoll-Paque (Pharmacia 6=1,077 g/ml)
2.2.2.2 Priiparation der humanen peripheren Blutleukozyten
(PEL)
Die PBL werden aus dem heparinisierten (25 I.E./ml) Blut
(20 ml) gesunder Spender gewonnen. Dazu wird das Blut auf
20 ml eines Ficoll-Paque-Gradienten geschichtet und 20 min
bei 750 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Die PBL in der Interphase werden gewonnen, in 20 ml RPMI-
Medium aufgenoromen und 10 min bei 250 x g zentrifugiert. Nach
nochmaligem Waschen wird das Sediment in 2 ml RPMI-Medium
(10 % FKS) aufgenoromen und die Lebendzellzahl in einer Thoma-
karomer ermittelt (Vitalfarbung mit Acridinorange).
2.2.2.3 Hi tioqenetiimu.Iatii.on der PEL in vi tixo
In Gegenwart des jeweiligen Mitogens, LAG (2 ~g/ml), PWM
(10 ~g/ml) oder ConA (5 ~g/ml), werden 105 PBL und gegebenen-
falls Prlifsubstanz in einem Volumen von 150 ~l RPMI/10 % FKS
72 h bei 37°C in einer 5 % CO2-Athmosphare in Mikrotiter-
platten (Greiner 650101) inkubiert.
20 h vor Ablauf der Inkubationszeit werden 0,5 ~Ci 3H- Thymi -
din zugegeben.
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2.2.2.4 Ernten der Zellen und Auswertung
Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen mittels
eines Zellharvesters (Skatron) auf Filterpapier (Titertek,
78-115-05) gesammelt. Nach Trocknen der Filter werden diese
in Zinsser-Minivials liberflihrt und die 3H-Thymidin-Einbaurate
(dpm) nach Zugabe von je 2 ml Szintillationsfllissigkeit
(Zinsser Unisolve I) in einen Szintillations-Spektrometer
(LKB) bestimmt. Der Substanzeffekt ergibt sich als Quotient
aus der Einbaurate in Gegenwart und der Einbaurate in Abwe-
senheit von Testsubstanz.
Der jeweilige Wert resultiert dabei durch Mittelung von
4 Parallelkulturen abzliglich eines Leerwertes ohne Zellen.
Die Auswertung erfolgt automatisch mit einem selbst ent-
wickelten Computerprogramm (Programmiersprache: BASIC).
2.2.3 Ergebnisse und Diskussion
Die in der Validierungsphase dieses Testmodells mit Referenz-
substanzen gewonnenen Ergebnisse zeigen sehr deutlich, da~
Substanzen mit unterschiedlichsten Wirkmechanismen in diesem
Modell eine Aktivitat aufweisen (Tab. 2.1).
Wahrend eine Beeinflussung des Arachidonsaure-Stoffwechsels
durch nicht-steroidale Antiphlogistika, sowohl durch Inhibi-
toren der Cyclooxygenase (Indometacin) als auch kombinierte
Lipoxygenase-Cyclooxygenase-Inhibitoren (Phenidon, NDGA) eher
zu einem moderaten, nicht streng dosisabhangigen Effekt in
diesem Modell flihrt, zeigen dagegen Substanzen mit Lymphokin-
modulierenden Eigenschaften (Cyclosporin A), aber auch Zyto-
statika (EndoxanR) oder steroidale Antiphlogistika (Triamci-
nolon) reproduzierbare starke inhibitorische Aktivitat.
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Tab. 2.1: Die Wirkung verschiedener Verbindungen auf die
Mitogen-induzierte Lymphoz~enstimulation.Aus Blut
isolierte Humanlymphoz~en wurden 72 h in Gegenwart
von 5 mg/l Concanavalin A (ConA), 2 mg/l Leukoag-
glutinin (LAG) oder 10 mg/l "pokeweed mitogen" (PWM,
aus der Kermesbeere) inkubiert. Nach einer Inkubati-
onszeit von 48 h wurden 0,5 )..lCi 3H-Thymidin (3H- TdR)
zugegeben. Gezeigt werden die Stimulations-Indizes
(SI) fur den 3H- TdR-Einbau durch die Lymphoz~en.
(Die Berechnung von SI ist in Kapitel 2.2.1 angege-
ben. )
Substanz
Indomethacin
NDGA*
Phenidon
Penicillamin
Chloroquin
Triamcinolon
Azothioprin
Konzentration Stimulationsindizes
ConA LAG PWM
10-5 [moltl] 1,1 1,3 1,5
10-6 1,6 1,5
10- 7 1,7 1,9 1,4
10-5 1,0 0,9 1,1
10-6 0,8 1,0 0,8
10-7 1,3 1,4 1,0
10-5 0,7
10- 6 1,1 0,3 0,8
10- 7 0,6 0,3 0,3
10-5 1,6 1,2 0,9
10-6 1,4 1,3 (3,7)
10-7 1,6 1,3 0,8
10-5
10- 6 0,1 0,1 0,08
10- 7 0,6 0,7 0,7
0,01 [mg j L] 0,2 0,06 a,s
0,1 0,3 0,06 0,5
1,0 a,s 0,1 0,8
0,1 1,5 0,8 1,0
1,0 1,1 0,6 1,2
10,0 a,s 0,2 a,s
* Nordihydroguajarets~ure
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Tab. 2.1.: Fortsetzung
Substanz
Cyclophosphamid
Auranofin
Levamisol
Clofibrat
Nicotinsliure
Bestatin
Cyclosporin A
Konzentration Stimulationsindizes
ConA LAG PWM
1,0 [mg/l] 0,06 0,8 1,0
10,0 0,03 0,8 1,0
100,0 0,8 0,9
1,0 1,2 0,8 0,9
10,0 1,2 0,9 0,9
100,0 1,0 0,8 0,8
10-5 [mol/l] 1,6 1,2 1,1
10- 6 1,3 1,0 1,1
10-7 1,3 1,1 1,0
1,0 [mg/1) 1,3 1,0 0,9
10,0 1,5 0,9 1,1
100,0 1,6 0,8 1,1
10-5 [mol/l) 1,7 1,1 1,1
10- 6 1,2 1,0 0,9
10-7 1,3 1,0 1,1
10-4 0,5 0,6 0,7
10-5 0,7 0,9 0,8
10- 6 0,8 1,1 0,9
0,03 [mg/l) 0,1 0,2 0,3
0,1 0,1 0,1 0,2
1,0 0,07 0,02 0,1
Insgesamt wurden wahrend des gesamten Projektzeitraumes liber
1000 Substanzen aus der chemischen Synthese oder Substanzge-
mische, die aus Pflanzenzellkulturen extrahiert worden waren,
auf ihre Wirkung auf die Lymphozytenproliferation untersucht.
Von Interesse flir weitergehende Untersuchungen in anderen
Testmodellen waren sowohl Verbindungen, die eine starke inhi-
bitorische Aktivitat auf die Lymphozytenproliferation unab-
hangig vom Typ des "inducers" aufwiesen, also T- und B-Lym-
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phozyten gleicherma~en beeinflu~ten, als auch partiell selek-
tive Inhibitoren der durch Concanavalin A induzierten Proli-
feration der T-Zellen, wobei die Beeinflussung der durch PWM
hervorgerufenen Induktion der B-Lymphozyten nicht oder deut-
lich schwacher ausgepragt war (Tab. 2.2).
Tab. 2.2: Selektive Hemmung der Proliferation von Humanlym-
phozyten durch 6 Testsubstanzen (Konz. 10- 5 molll)
nach Concanavalin A (ConA)-induzierter Stimulation.
Die prozentangaben sind Mittelwerte aus 3 getrennten
Untersuchungen.
(LAG = Leukoagglutinin; PWM = "pokeweed mitogen")
Substanz
NAT 18-071-01
NAT 18-092-1
NAT 18-107-1
NAT 18-233-2
NAT 18-313-2
NAT 18-850
ConA
46
46
59
45
47
44
Inhibition [%)
LAG
+23
54
51
54
27
7
PWM
31
39
33
36
1
Die in dem Testmodell der Lymphozytenstimulation in vitro
gefundenen biologischen Aktivitaten lie~en sich fur eine
Reihe von Testsubstanzen bei spateren In-vivo- bzw. Ex-vivo-
Untersuchungen verifizieren.
So zeigten z.B. 8 von 10 Testsubstanzen sowohl in der PWM-
induzierten Lymphozytenproliferation als auch in der humora-
len Immunantwort ex vivo im Hamolyse-Plaque-Test in der Maus
eine Hemmwirkung (Tab. 2.3).
Entsprechend ergab eine vergleichende Gegenuberstellung von
Substanzwirkungen in der ConA-induzierten Lymphozytenprolife-
ration und in der "graft-versus-host-"Reaktion", die ein T-
Zell-abhangiges In-vivo-Modell darstellt, qualitativ eine
gute Korrelation (Tab. 2.4).
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Tab. 2.3: Vergleich der Effekte von Substanzen (100 mg/kg
bzw. 10 mg/kg tagl. ilber 4 Tage) auf die Bildung von
Hamolyse-Plaques ex vivo und die "pokeweed mitogen"
(PWM)-induzierte Lymphozytenproliferation in vitro.
Substanz Erhtlhung (+) oder
Inhibition (-) der
Plaque-bildenden Zellen[%]
100 mg/kg 10 mg/kg
PWM-induzierte Lym-
phozytenproliferation
IC50 [fWlol/l]
NAT 04-484 - 36 - 36
04-483 + 15 + 50
04-482
- 22 - 11
04-481
- 20 - 18
04-462
- 41 - 38
04-455
-
33 - 30
04-450 + 18 - 20
04-440
- 46 - 37
04-172 - 39 - 22
04-157
-
37 - 44
44
68
46
20
75
58
34
58
36
60
Tab. 2.4: Gegenilberstellung der Effekte von Prilfsubstanzen
auf die Graft-versus-Host-Reaktion und die ConA-
induzierte Lymphozytenstimulation in vitro
Substanz
Cyclosporin A
Dexamethason
Indometacin
Phenidon
Einflu~ auf die Graft- Einflu~ auf die ConA-
versus-Host-Reaktion induzierte Lymphozyten-
Proliferation
[mg/kg] % Erhtlhung(+) [mol/I] % Erhllhung (+)
oder oder
Inhibition c- ) Inhibition (-)
1,0 - 25 10-9 - 20
3,2 - 60 10-8 - 30
10,0 - 52 10- 7 - 80
0,1 - 22 10-7 - 79
0,32 - 53 10-6 - 83
1,0 - 84 10-5 - 88
0,32 9 10- 7 - 41
1,0
- 11 10-6 + 32
10 + 34 10-7 7
31,6 + 28 10-6 - 13
100 - 46 10-5 + 10
Das Testmodell der Lymphozytenstimulation ist einfach, aber
nicht sehr spezifisch und erlaubt keine Aussagen liber den
Wirkmechanismus der in diesem Modell aktiven Substanzen. In
der Prlifhierarchie von potentiellen Wirksubstanzen flir chro-
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nisch entzundliche Erkrankungen ist es im Primarscreening
angesiedelt, wo es au~erst rasch die Auffindung von Substan-
zen ermoglicht, die die Proliferation von Lyrophozyten beein-
flussen und somit potentielle humorale und/oder zellulare
Immunmodulatoren darstellen. Ein weiterer vorteil dieses
Testmodells ist der geringe Substanzbedarf, der es insbe-
sondere fur das routinema~ige Screening von Extrakten aus
Pflanzenzellkulturen als besonders geeignet erscheinen la~t.
So konnte fur die kurzlich erstmals beschriebenen und antiin-
flammatorisch wirksamen Flavonoide Podoverin A, B und C auch
eine dosisabhangige, relativ starke Hemmung der Lyrophozyten-
proliferation gezeigt werden (Tab. 2.5, Abb. 2.5).
Tab. 2.5: Vergleich der Hemmeffekte von Podover1n C in ver-
schiedenen In-vitro-Testen und 1m CVF-induzierten
Retztienptiotzenodem in vivo.
Versucht IC50[lJ.Illol/l]
Inhibition bei
1 mg/kg [I]
i.v. p .o ,
Makrophagen CL
Makrophagen Phagozytose
Lymphozytenproliferation
Con A
LAG
PWM
5-Lipoxygenase
12-Lipoxygenase
Cyclooxygenase
CVF-pfotentldem
95
80
4
5,5
10
9,5
100
22
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Abb. 2.5: Dosis-Wirkungs-Kurven fur die Effekte von Podove-
rin A auf die Mitogen-induzierte Lymphozytenprolife-
ration in vitro. Die Werte sind angegeben als pro-
zentuale zunahme (+) oder Hemmung (-) und aus 3 ver-
schiedenen Untersuchungen ermittelt worden.
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2.3 Immunglobulinsynthese
2.3.1 prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Durch Gradientenzentrifugation (Methode bei Boyum, 1976)
gewonnene periphere Humanlymphozyten werden mit einem geeig-
neten Mitogen stimuliert; nach 5 Tagen wird die an das Kul-
turmedium abgegebene Menge an Immunglobulin G (IgG) mit Hilfe
eines ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) quantifi-
ziert.
Dieses Testverfahren macht Aussagen fiber den Einflup von Sub-
stanzen auf die Entwicklung von B-Lymphozyten zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen und auf die Produktion von Immun-
globulinen moglich, wobei allerdings der exakte Angriffspunkt
der Substanzen nicht erkennbar wird. Die Modulation von Ele-
menten des humoralen und zellularen Immunsystems konnte ein
wesentlicher Faktor bei der Therapie chronisch-entzfindlicher
Erkrankungen sein.
2.3.2 Material und Methoden
2.3.2.1 RPMI-Medium und Puffer
Trockenpulver RPMI-Medium (Flow 10-601-20) mit 50 ml Aqua
bidest. anlosen und zusatzlich zugeben:
15 mmol/l Hepes-Puffer (Flow 15-884-13)
100 I.E./m1 Penicillin
100 ~g/ml Streptomycin} (Flow 16-700-49)
4 mmol/l Glutamin (Boehringer Mannheim 210-277)
18 mmol/l NaHC03 (Merck 6323)
50 ~mol/l 2-Mercaptoethanol (Merck 805740)
mit Aqua bidest. auf 5 I aufffillen, bei -20°C aufbewah-
reno
RPMI/10 % FKS (Flow 29-101, 1 h bei 56°C hitzeinaktiviert)
Phosphatpuffer 0,1 mol/l, pH 7,4
Mischen der Stammlosungen
0,1 mol/l Na2HP04 x 2 H20 (Merck 6580)
0,1 mol/l NaH2P04 x 2 H20 (Merck 6346)
und auf pH 7,4 einstellen.
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PBS pH 7,4
100 ml 0,1 molll Phosphatpuffer
+ 8 g NaCI (Merck 6404)
mit Aqua dest. ad 1000 ml auffUllen
BSA-Puffer
1 % Rinderserumalbumin (Sigma A7030) in PBS-Waschpuffer
0,05 % Tween 20 (Merck 822184) in PBS
2.3.2.2 Praparat:ion der humanen peripheren Blut:leukozyten
(PBL)
Die PBL werden aus dem heparinisierten (25 I.E./ml) Blut
(20 ml) gesunder Spender gewonnen. Dazu wird das Blut auf
20 ml eines Ficoll-Paque-Gradienten geschichtet und 20 min
bei 750 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Die PBL in der Interphase werden gewonnen, mit 20 ml RPMI-
Medium aufgenommen und 10 min bei 250 x g zentrifugiert. Nach
nochmaligem Waschen wird das Sediment in 2 ml RPMI-Medium
(10 % FKS) aufgenommen und die Lebendzellzahl in einer Thoma-
kammer ermittelt (Vitalfarbung mit Acridinorange).
2.3.2.3 St:imulat:ion der In-vit:ro-Immunglobulinsynt:hese
PBL (4 x 10 6/ml) werden in einem Endvolumen von 500 ~l RPMI-
Medium in Gegenwart von PWM (5 ~g/ml) bei 37 °C in einer 5 %
COz-Atmosphare inkubiert. Nach 5 Tagen wird die stimulierte
IgG-Synthese durch Messung des KulturUberstandes mittels
ELISA-Technik quantifiziert.
2. 3. 2. 4 ELISA zur Messung von humanem IgG
FUr den IgG-ELISA werden Flachboden-Mikrotiterplatten (Dyna-
tech) Uber Nacht bei 4 °C mit 200 ~l Kaninchen-Anti-Human IgG
(Dynatech, DDIR-100-2B) beschichtet. Danach werden die Plat-
ten mit 1 % BSA in PBS nachbeschichtet (1 h bei RT). Nach
3maligem Waschen mit PBsl Tween werden entweder 200 ~l IgG-
Standard (Human IgG, Miles 64-145-1; 10-3-10-9 g/ml) bzw.
stimulierter KulturUberstand hinzugegeben und 1 h bei RT
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen mit PBS/Tween wird ein
mit Alkalischer Phosphatase markierter, gegen humanes IgG
gerichteter, ziegenantikorper (Oynatech, DDIG-100-2F) zuge-
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setzt und fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3maligem
Waschen wird gebundenes Konjugat durch Reaktion mit 4-Nitro-
phenylphosphat (Merck, 6850; 1 mg/ml) und Abstoppen der
Reaktion mit 3 mol/l NaOH durch Extinktionsmessung bei 405 nm
quantifiziert.
2.3.3 Ergebnisse und Diskussion
Mittels ELISA-Technik konnte unter optimierten Kulturbedin-
gungen im Uberstand von Leukozyten-Kulturen nach Stimulation
mit PWM humanes IgG nachgewiesen werden. Dabei wiesen Kultu-
ren mit einer Zelldichte von 4 x 10 6 PBL/ml die hochsten Syn-
theseraten auf (Tab. 2.6).
Tab. 2.6: Abhangigkeit der Immunglobulin-G (IgG)-Synthese
in vitro von verschiedenen Zellkonzentrationen.
Humanleukozyten aus Blut (PBL) wurden bei verschie-
denen Zellkonzentrationen (2 x 106 - 8 x 10 6 PBL/ml)
5 Tage lang inkubiert. Die Inkubate enthielten ent-
weder das Medium allein oder das Medium mit Zusatz
von 5 j.lg "pokeweed mitogen" (PWM)/ml.
Nach 5 Tagen wurde aus den tibexetdnaen der Inkuba-
tionen der IgG-Gehalt mit Hilfe der ELISA-Technik
bestimmt. Die Ergebnisse sind die Mittelwerte von
Zweifach-Inkubationen mit 3 verschiedenen PBL-Prapa-
rationen und angegeben als j.lg IgG/ml Zellkultur-
iiberstand.
sezerniertes IgG im Ku1turUberstand
Medium Medium + PWM
[fLg/ml) [fLg/ml)
2 x 106 PBL/ml 0,02 0,28
4 x 106 PBL/ml 0,05 0,93
8 x 106 PBL/ml 0,04 0,12
In PBL-Praparationen verschiedener Spender konnte jedoch
trotz Erhohung der Zellzahl bzw. Verlangerung der Inkuba-
tionszeit keine nennenswerte Synthese und Ausschuttung von
IgG induziert werden (Tab. 2.7).
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Tab. 2.7: Immunglobulin-G (IgG)-Synthese von Humanleukozyten
(PBL) aus dem Blut verschiedener Spender in vitro.
Menschliche PEL (4 x l06lml) verschiedener Spender
wurden 5 Tage mit Medium allein bzw. mit Medium und
Zusatz von 5 Ilg "pokeweed mitogen" (PWM) Iml inku-
biert. Nach 5 Tagen wurde der Gehalt an IgG in den
Uberstanden mit Hilfe der ELISA-Technik ermittelt.
Die Ergebnisse sind die Mittelwerte von Zweifachin-
kubationen fur jeden Spender und angegeben als Ilg
IgGlml Zellkultur-Oberstand.
Spender
1
2
3
1
4
5
6
7
8
sezerniertes IgG im KulturUberstand
Medium Medium + PWM Reaktion auf
[lLg/ml) [lLg/ml) PWM
0,08 0,09
0,02 1,27 +
0,04 1,02 +
0,14 0,03
0,01 0,03
0,01 0,47 +
0,05 1,80 +
0,10 0,51 +
0,07 0,04
Dieses Phanomen der "nonresponsiveness" erwies sich als Mito-
gen-unabhangig und konnte z.B. durch andere getestete Stimuli
wie Staphylococcus aureus oder Protein A nicht beseitigt wer-
den (Tab. 2. 8 ) .
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Tab. 2.8: IgG-Synthese durch mononukleare Humanleukozyten
(PBL) von zwei unterschiedlichen Konzentrationen
nach Induktion durch verschiedene Stimuli in vitro.
Menschliche PBL (2 x 106 und 4 x 106 PBL/ml) wurden
5 Tage bei 37°C in einer befeuchteten 5 %igen CO2-Atmosphare inkubiert. Die Inkubate enthielten entwe-
der das Medium allein oder das Medium mit Zusatz
folgender Stimuli: "pokeweed mitogen" (PWM 1 mg/ml) ,
Protein A (Prot A) aus Staphylococcus aureus (lyo-
philisiert) oder Formalin-behandelte Staphylococcus-
aureus-Bakterien, Stamm Cowan I ("Pansorbin"-Zellen,
10 % w/ v }, Nach 5 Tagen wurde der IgG-Gehal t der
Uberstande mit Hilfe der ELISA-Technik bestimmt. Die
Ergebnisse sind die Mittelwerte von 3 PBL-Prapara-
tionen aus verschiedenen Spendern und angegeben als
~g IgG/ml Zellkultur-Uberstand (± Standardabweichung
vom Mittelwert).
Stimulus 4 x 10 6 PBL/ml 2 x 10 6 PBL/ml
Medium 0,03 ± 0,01 0,04 ± 0,03
0,25 111 PWM/ml 0,29 ± 0,05 0,15 ± 0,09
2,50 111 PWM/ml 0,06 ± 0,02 0,08 ± 0,06
0,10 I1g Prot A/ml 0,22 ± 0,10 0,09 ± 0,08
0,10 111 S . aureus Iml 0,08 ± 0,04 0,09 ± 0,06
1,00 111 S.aureus/ml 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,01
Aufgrund der aufgetretenen experimentellen Schwierigkeiten
und der beobachteten gro~en Schwankungsbreite der IgG-Sekre-
tion nach Induktion erschien das Testsystem fUr Screening-
Zwecke als nicht geeignet und wurde durch ein anderes Modell,
die In-vitro-Immunisierung von Milz-Lymphozyten mit Schaf-
Erythrozyten (Kap. 2.4), ersetzt.
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2.4 In-vitro-Immunisierung von Hilz-Lymphozyten mit Schaf-
Eryf;hrozyten
2.4.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Durch eine Co-Inkubation von Milzzellen der Maus mit Schaf-
erythrozyten werden die fUr die antigenen Determinanten der
Schaferythrozyten kompetenten Lymphozyten aktiviert und zuvor
ruhende antigenspezifische B-Lymphozyten zur Antikorpersezer-
nierung angeregt. Mit Hilfe des Hamolyse-Plaque-Testes wird
die Anzahl der B-Zellen bestimmt, die Antikorper (liberwiegend
vom IgM-Typ) gegen Schaferythrozyten sezernieren, wobei die
anti-Schaferythrozyten-sezernierenden B-Zellen in Gegenwart
von Meerschweinchen-Serum als Quelle fUr die Faktoren des
Komplement-Systems durch einen sogenannten hamolytischen Pla-
que in einer ansonsten dichten Erythrozyten-Suspension zwi-
schen 2 Objekttragern imponieren. Nach Inkubation der Milz-
zellen mit Schaferythrozyten in Gegenwart von zu prUfenden
Substanzen kann die Anzahl der Antikorper-sezernierenden B-
Lymphozyten erniedrigt oder erhoht sein.
Dieses Testsystem erlaubt eine Aussage Uber den Einflu~ von
Substanzen auf die Entwicklung von B-Zellen zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen, wobei die Anzahl der Antigen-
spezifischen und Antikorper-produzierenden Plasmazellen
erfa~t wird. Die Modulation von Elementen des humoralen und
zellularen Immunsystems konnte ein wesentlicher Faktor bei
der Therapie chronisch-entzUndlicher Erkrankungen sein.
2.4.2 Material und Hethoden
2.4.2.1 Versuchstiere
Es werden weibliche DBA-Mause (20-25 g), Charles River Wiga,
eingesetzt.
Die Tiere werden in Makrolonkafigen in klimatisierten Raumen
bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h gehalten (T=22 °C
± 5 %). Die Tiere erhalten eine Standarddiat (Altromin) und
Trinkwasser ad libitum.
Als Erythrozytenspender dienen mannliche und weibliche Schafe
(Weidehaltung) .
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2.4.2.2 Reagenzien und Puffer
RPMI-Medium
Trockenpulver RPMI-Medium (Flow 10-601-20) mit 50 ml Aqua
bidest. anlosen und zusatzlich zugeben:
15 mmol!l Hepes-Puffer (Flow 15-884-13)
100 I.E.!ml Penicillin
100 ~g!ml Streptomycin} (Flow 16-700-49)
4 mmol!l Glutamin (Boehringer Mannheim 210-277)
18 mmol!l NaHC03 (Merck 6323)
50 ~mol!l 2-Mercaptoethanol (Merck 805740)
mit Aqua bidest. auf 5 1 aufflillen, bei -20°C aufbe-
wahren.
RPMI!10 % FKS (Flow 29-101, 1 h bei 56°C hitzeinaktiviert)
Flitterungscocktail (nach Mishell und Dutton)
150 ml Essentielle Aminosauren (Gibco 043-1130)
75 ml Nicht-essentielle Aminosauren (Boehringer Mannheim
210293)
75 ml Glutamin (Boehringer MA 210-277)
15 g Dextrose
1050 ml RPMI-Medium
pH 7,2 mit 1 mol!l NaOH, dann 225 ml 7,5 % NaHC03-Losung
(Gibco 043-5080) hinzugeben.
Nach Sterilfiltration portionsweise bis zum Gebrauch bei
-20°C lagern.
Alsever-Losung
2,05 g Glucose (Merck 8342)
0,8 g Na-citrat (* i H20) (Merck 6447)
0,055 g Citronensaure (Merck 244)
0,42 g NaCl (Merck 6404)
ad 100 ml Aqua dest. mit Citronensaure auf pH 6,1 einstel-
len, anschlie~end sterilfiltrieren.
Hank's Losung (Gibco 042-4065)
Meerschweinchenkomplement (Behringwerke)
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2. 4. 2. 3 Gewinnung von Schaferythrozyten (SRBC)
Schafblut wird direkt mittels einer Spritze in sterilfil-
trierte Alseverlosung im Verhaltnis 1:1 aufgenommen. Die Ery-
throzyten mUssen ca. 1 Woche bei 4 °c ruhen. Vor Gebrauch
werden die Erythrozyten bei 4°C, 750 x g, 15 min zentrifu-
giert. Der Uberstand wird abgesaugt und die Zellen noch 2 x
mit Hank's Losung gewaschen. Zuletzt wird das Sediment (1 ml
gepackte Zellen) mit Hank's Losung auf ein Volumen von 5 ml
aufgefUllt, dies ergibt eine 20 %ige SRBC-Suspension.
2.4.2.4 In-vitro-Immunisierung sensibilisierter ~lzzellen
Eine mit Schaferythrozyten (SRBC) immunisierte weibliche DBA-
Maus wird 3 Tage nach der Primarimmunisierung in vivo (0,2 ml
5 % SRBC i.v.) unter Ethernarkose schmerzlos getotet.
Die Milz wird steril entnommen und in RPMI-Medium suspen-
diert. Zur In-vitro-Restimulation werden 50 ~l der Milzzell-
suspension (4 x 10 6/ml), 50 ~l 0,02 % SRBC und gegebenenfalls
Testsubstanz mit RPMI/10 % FKS in einem Volumen von insgesamt
150 ~l in Rundboden-Mikrotiterplatten (Greiner) bei 37°C und
5 % COz-Atmosphare inkubiert. Wahrend der 5tagigen Inkubation
werden die Zellen 2 x mit jeweils 25 ~l FUtterungscocktail
versehen.
2. 4. 2. 5 ~kro-Plaque-Technik nach Cunningham
Zwei Objekttrager (26 x 75 mm) werden mit doppelseitigem
Klebeband gegeneinander gedrUckt, so da~ 2 Felder ungefahr
gleicher Gro~e entstehen. Das Gesamtvolumen der Kammer
betragt ca. 180 ~l. Es werden 50 ~l kultivierte Lymphozyten
mit 20 ~l 20 % SRBC in Gegenwart von 20 ~l Meerschweinchen
Komplement (1:5 verdUnnt) und 100 ~l Hank's Losung in die
vorbereiteten Kammern gefUllt. Nach Abschlu~ mit flUssigem
Paraffin werden die Objekttrager 1-2 h bei 37°C feucht inku-
biert, anschliessend werden die Antikorper-produzierenden
Plasmazellen anhand der gebildeten Hamolysehofe als soge-
nannte "Plaque forming cells" (PFC) pro 10 6 Milzzellen unter
dem Mikroskop gezahlt. Der Effekt der Testsubstanzen wird als
relative Anderung (%) zum Kontrollansatz, d.h. in Abwesenheit
von PrUfsubstanz, angegeben.
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2.4.3 Ergebnisse und Diskussion
Unter optimierten Kulturbedingungen konnte in vitro eine
SRBC-spezifische humorale Immunantwort induziert werden. In
Gegenwart von Testsubstanzen war diese Antwort z.T. deutlich
gehemmt (Tab. 2.9).
Die drei in Tabelle 2.9 genannten Testsubstanzen wurden eben-
falls auf ihre inhibitorische Wirkung in vivo nach intraveno-
ser Injektion von 4 x 108 SRBC und 4tagiger Behandlung mit
der Testsubstanz geprUft. Tabelle 2.9 zeigt, da~ die in vitro
erhobenen Daten mit den In-vivo-Befunden qualitativ gut kor-
relieren.
Von den aus Pflanzenzellkulturextrakten gereinigten Verbin-
dung erwiesen sich die Flavonoide Podoverin A und C auch in
dem Modell "In-vitro-Immunisierung von Milz-Lymphozyten mit
Schaferythrozyten" als wirksam, wobei eine qualitativ gute
Korrelation zu den Ergebnissen in der "Lymphozytenstimula-
tion" zu erkennen ist (Tab. 2.10).
Die bei uns in der Laufzeit des Projektes erzielten Ergebnis-
se lassen den Schlu~ zu, da~ das in diesem Kapitel beschrie-
bene Modell geeignet ist, den Effekt von PrUfsubstanzen auf
die humorale Immunantwort zu studieren, und auch fUr das Pri-
marscreenning verwendet werden kann. Wahrend bei der In-
vitro-Untersuchung mit einer Mausemilz bis zu 20 Substanzen
getestet werden konnen, wlirde die In-vivo-Untersuchung pro
Testsubstanz wenigsten 5 Tiere erfordern. Damit kann die Ver-
wendung dieses In-vitro-Modells dazu beitragen, die Zahl der
Versuchstiere beim Primarscreening zu reduzieren.
- 37 -
Tab. 2.9: Beeinflussung der Synthese Plaque-bildender Zellen
(PFC) nach In-vitro- oder In-vivo-Immunisierung mit
Schaferythrozyten (SRBC).
1) 2 x 105 Milzzellen aus SRBC-behandel ten weibli-
chen DBAl2-Mausen wurden 4 Tage mi t 2 x 105 SRBC
und den in RPMI-Medium gelosten Testsubstanzen
inkubiert.
2) 4 x 108 SRBC wurden i.v. injiziert. Die Testsub-
stanzen wurden 1 x tagl. iiber 4 Tage appliziert.
Testsubstanz Immunisierung
In-vitro-1) In-vivo- 2)
[mol/I) Inhibition(-) [mg/kg/Tag) Inhibition(-)
von PFC oder Erhtlhung
(+) von PFC
[%) [%)
NAT 02-748 10-4 - 41 100 - 46
10-5
- 72 10 - 37
10- 6
- 72 1 + 9
NAT 04-462 10-4 - 66 100 - 40
10-5
- 84 10 - 38
10- 6
- 76 1 - 35
NAT 06-520 10-4 nicht ltlslich in RPMI 100 toxisch
10-5
- 74 10 - 48
10- 6
- 62 1 - 40
Tab. 2.10: Vergleich der Effekte von Flavonoiden auf die Syn-
these Plaque-bildender Zellen nach In-vitro-Immuni-
sierung mit Schaferythrozyten (SRBC) und PWM-indu-
zierter Lymphozytenproliferation in .vLtiro ,
Substanz
Podoverin A
Podoverin C
Quercetin
[mol/I)
1,1 x 10-5
1,1 x 10- 6
1.1 x 10- 7
10-4
10-5
10-6
10-4
10-5
10- 6
Inhibition % Inhibition (-)
von PFC oder Erhtlhung(+)
[%) von PWM-induzierter
Proliferation
99,9 80
35,0 0
23,0 + 10
- 100 50
65 + 10
7 + 10
- 100 99
99 + 6
35 + 12
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2.5 Interleukin-2-Freisetzung
2.5. 1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t
Mit Concanavalin A stimulierte Milzzellen oder mononukleare
periphere Blutleukozyten sezernieren in das Kulturmedium
Interleukin-2 (synonym mit "T cell growth factor"), das die
Maus-T-Lymphozyten-Zellinie (CTLL) zur Proliferation anregt.
Das in die CTLL-Zellen eingebaute 3H-Thymidin ist ein Ma~ fur
die Zellproliferation.
Dieses Testsystem bietet sich u.a. zur Aufklarung des Wirkme-
chanismus von Substanzen an, die einen inhibitorischen Effekt
bei der Lymphozytenstimulation (Kap. 2.2) zeigten; es erlaubt
die Auffindung von Substanzen, die entweder die Synthese
und/oder die Sekretion von Interleukin-2 (IL-2) hemmen. Da
IL-2 fur die Aktivierung von Lymphozyten von zentraler Bedeu-
tung ist, stellen Inhibitoren der IL-2-Freisetzung potenti-
elle Therapeutika z.B. fur Autoimmunerkrankungen und Trans-
plantatabstossungsreaktionen dar.
2.5. 2 Material und Methoden
2.5.2.1 Reagenzien
RPMI-Medium
Trockenpulver RPMI-Medium (Flow 10-601-20) mit 50 ml Aqua
bidest. anlasen und zusatzlich zugeben:
15 mmol/l Hepes-Puffer (Flow 15-884-13)
100 I.E./ml Penicillin
100 j.lg/ml Streptomycin} (Flow 16-700-49)
4 mmol/l Glutamin (Boehringer Mannheim 210-277)
18 mmol/l NaHC03 (Merck 6323)
50 j.lmol/l 2-Mecaptoethanol (Merck 805740)
mit Aqua bidest. auf 5 1 auffullen, bei -20°C aufbewah-
ren.
RPMI/10 % FKS (Flow 29-101, 1 h bei 56°C hitzeinaktiviert).
[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide] (MTT, Sigma M-2128)
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3H-Thymidin (Amersham, TRK.296)
Ficoll-Paque (Pharmacia, 6=1,077 g/ml)
2.5.2.2 Prliparation der humanen peripheren Blutleukozyten
(PBL)
Die PBL werden aus dem heparinisierten (25 I.E./ml) Blut
(20 ml) gesunder Spender gewonnen. Dazu wird das Blut auf
20 ml eines Ficoll-Paque-Gradienten geschichtet und 20 min
bei 750 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Die PBL in der Interphase werden gewonnen, mit 20 ml RPMI-
Medium aufgenommen und 10 min bei 250 x g zentrifugiert. Nach
nochmaligem Waschen wird das Sediment in 2 ml RPMI-Medium
(10 % FKS) aufgenommen und die Lebendzellzahl in einer Thoma-
kammer ermittelt (Vitalfarbung mit Acridinorange).
2.5.2.3 Bioassay zum Nachweis von IL-2
Zum Nachweis von IL-2 in Kulturliberstanden von ConA-stimu-
lierten mononuklearen peripheren Blutleukozyten (PBL) bzw.
Rattenmilzzellen werden 5 x 10 3 CTLL-Zellen mit 100 ~l Kul-
turliberstand in einem Volumen von insgesamt 200 ~l in Mikro-
titerplatten bei 37 °C und 5 %iger COz-Atmosphare inkubiert.
Nach 20 h werden 0,5 ~Ci 3H-Thymidin in 25 ~l RPMI-Medium zu-
gesetzt und fur weitere 4 h inkubiert. Anschlie~end werden
die Zellen mit einem Zellharvester (Skatron) auf Filterpapier
(Flow) gesammelt. Die getrockneten Filter werden in Zinsser
Minivials liberflihrt und die 3H-Thymidin-Einbaurate (dpm) nach
Zugabe von 2 ml Szintillationsfllissigkeit (Unisolve I, Fa.
Zinsser) in einem Szintillationsspektrometer (LKB) bestimmt.
Der IL-2-Gehalt wird durch serielle 1:2-Verdunnungen der Pro-
ben mittels Probit-plotting relativ zu einem definierten IL-2
Standard (Biotest) ermittelt.
2.5.3 Ergebnisse und Diskussion
Die Proliferation der CTLL-Zellen ist streng IL-2-abhangig
(Abb. 2.6), ohne Zusatz dieses Interleukins sterben die Zel-
len innerhalb von 24 h abo
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Die Messung der Thymidin-Inkorporation in Abhangigkeit von
der VerdUnnung dar Proben und anschlie{3endes "Probit-plot-
ting" erlaubt eine Quantifizierung des IL-2-Gehaltes von Kul-
turUberstanden, wobei fUr die Kalkulation die logz-VerdUnnung
herangezogen wird, bei der man einen halbmaximalen Thymidin-
Einbau beobachtet (Abb. 2.7).
FUr die Quantifizierung der Proliferation der CTLL-Zellen,
die ja ein Ma{3 fUr die IL-2-Sekretion darstellt, wurde neben
der Bestimmung der Einbaurate von 3H-Thymidin ein alternati-
ves, in der Literatur beschriebenes Verfahren Ubernommen. Bei
dieser Methode wird mit Hilfe mitochondrialer Dehydrogenasen
aus dem schwach gelben Tetrazoliumsalz MTT das stark blau ge-
farbte Formazan gebildet, das photometrisch bestimmt werden
kann und ein Ma{3 fUr die Proliferationsrate darstellt (Tada
et al., 1986). Wie in Abb. 2.8 dargestellt, verlauft die
Farbreaktion im Bereich von 3 x 10 3 - 1 x 10 5 CTLL-Zellen
linear.
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Abb. 2.6: Wachstum von CTLL-Zellen in Kultur nach Induktion
durch rekombinantes IL-2.
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Abb, 2.7: Probit-Diagramm des 3H- Thymidin-Einbaus in
CTLL-Zellen.
Die IL-2-Einheitenfur den BIOTEST-Standard bzw. fur
den Labor-Standard wurden bestimmt, in dam die
log2-verdunnung fur einen halbmaximalen Thymidin-
Einbau berechnet wixd,
BIOTEST-Standard: 29, 2 5 x 2 = 1218 U/ml
Labor-Standard: 2 6,95 x 2 = 248 U/ml
- 42 -
00540 nm
1.0
0.1
, I I I i I I
8 10
I
30
I '80
II
100
ANZAHL dar CTLL-ZELLEN x 103
Abb. 2.8: Linearitat der MTT-Bestimmung. CTLL-Zellen wurden
auf Mikrotiterplatten aufgebracht. MTT (0,02 ml
einer Stammlosung mit 5 mg/ml) wurde sofort allen
Einzelkulturen zugesetzt und die Absorption aufgrund
der Formazan-Bildung nach 4 h bei 37°C gemessen.
Beide Verfahren, die Messung des 3H-Thymidin-Einbaus und die
MTT-Reaktion, sind also geeignet, die Proliferation der CTLL-
Zellen zu quantifizieren.
Im Gegensatz zu Rattenmilzzellen, die ex vivo nach Stimula-
tion mit ConA deutliche Mengen Interleukin-2 bilden, stellte
sich heraus, da~ menschliche periphere mononukleare Blutleu-
kozyten (PBL) nach Stimulierung (5 ~g ConA/ml) nur sq geringe
Mengen IL-2 produzieren, da~ anhand dieser Zellen die Wirkung
von PrUfsubstanzen auf die IL-2-Sekretion nicht nachgewiesen
werden kann. Das Ziel, durch Verwendung menschlicher Zellen,
die in relativ unbegrenzter Menge zur VerfUgung stehen, auf
die Verwendung tierischen Materials verzichten zu konnen,
konnte aomit nicht erreicht werden.
Aus diesem Grund haben wir keine weiteren Versuche mehr un-
ternomroen, dieses Testmodell zu optimieren.
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2.6 Chemilwni.neszenz von Makrophagen
2.6.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Mit Corynebacterium parvum aktivierte Peritonealmakrophagen
aus Maus und Meerschweinchen bilden nach Stimulierung mit
opsonisiertem Zymosan (OpZ) oder mit dem Entzundungsmediator
"Platelet Activating Factor" (PAP) infolge eines Anstiegs des
oxidativen Stoffwechsels ("respiratory burst") u.a. auch Sau-
erstoffradikale, die in Gegenwart luminogener Verbindungen
wie Luminol Licht erzeugen (Beschreibung der Methode in Lumac
Systems A.G., Medical Applications, 1979). Die mit einem
Luminometer quantifizierte Chemilumineszenz (CL) ist ein Ma~
fur die Stimulierung der Makrophagen. In Gegenwart von Sub-
stanzen kann die Makrophagen-Aktivitat unbeeinflu~t, gestei-
gert oder vermindert sein.
Da die Chemilumineszenz eine relativ unspezifische Methode
zur Messung von Produkten des sog. "respiratory burst" dar-
stellt, bedarf sie der Erganzung durch weitere Tests der
Makrophagen-Aktivierung. Da Makrophagen bei Immunantwort und
chronischen Entzundungen eine zentrale Rolle als Regulatoren
zukommt, konnten die Hemmer der Makrophagen-Aktivitat als
Therapeutika bei chronischen Entzundungen und Immunerkrankun-
gen eingesetzt werden.
2. 6. 2 Ma tiexiial. und Methoden
2.6.2.1 Versuchstiere
a) Maus, CBA, mannlich, 20-30 g schwer, Bomholtgard
b) Meerschweinchen, PBW, mannlich, 200-300 g schwer, Suddt.
Versuchstierfarm
Die Tiere werden in Makrolon-Kafigen bei Standardfutter (AI-
tromin, Lage) und Wasser ad libitum gehalten.
5-7 Tage vor dem Versuchstag wird den Tieren 0,2 ml (Maus)
bzw. 1,5 ml (Meerschweinchen) C. parvum i.p. injiziert.
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2.6.2.2 Puffer
a) PBS-Puffer (100 mmol/l, pH 7,4):
Na2HP04 x 2 H20 (Merck; Art. 6580) 17,8 gil
NaH2P04 x 2 H20 (Merck; Art. 6346) 13,8 gil
durch Mischen folgender Stammlosungen auf pH 7,4 einstel-
len:
Fur Gebrauch (10 mmol/l Phosphatpuffer):
100 ml 0,1 molll Phosphatpuffer
+ 8 9 NaCl (Merck; Art. 6404)
+ 0,2 9 KCl (Merck; Art. 4936)
ad 1000 ml A. dest. pH 7,4
b) BSS-Puffer
a) Stock I
Dextrose
KH2P04
Na2HP04 x 2 H20
(Merck; Art. 8342)
(Merck; Art. 4873)
(Merck; Art. 6580)
10,00 9
0,60 9
2,38 9
A. dest.
b) Stock II
CaC12 x 2 H20
KCl
NaCl
MgC1 2 x 6 H20
MgS04 x 7 H20
A. dest.
ad 1000 ml
(Merck; Art. 2381) 1,86 9
(Merck; Art. 4436) 4,00 9
(Merck; Art. 6404) 80,00 9
(Merck; Art. 5833) 2,22 9
(Merck; Art. 5886) 2,00 9
--------------
ad 1000 ml
Fur Gebrauch:
bei 4 °C aufbewahren
100 ml Stock I
100 ml Stock II
ad 1000 ml A. dest. pH 7,2 - 7,4
c) BSA-Puffer
2 % Bovine Serum Albumin (Sigma A7030) in BSS-Puffer
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2.6.2.3 Reagenzien
a) Luminol
Luminol, Sigma No. A 8511
Ansatz 5,3 mg/100 ml BSS (3 x 10-4 mol/l), zum Losen tiber
Nacht rtihren lassen und im Dunkeln aufbewahren. Der Ansatz
ist tiber 4 Wochen haltbar.
b) Opsonisiertes Zymosan (OpZ)
Zymosan, Sigma Z-4250
Aus Kaninchenblut wird Serum gewonnen. Pro ml Serum werden
2 mg Zymosan zugegeben und bei 37°C 30 min inkubiert. Das
Zymosan wird bei 1000 x 9 5 min abzentrifugiert und mit
BSS-Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt.
c) "Platelet Activating Factor" (PAF)
NAT 04-216 (rac-C16-PAF); Molmasse 524 g/mol
Die Stammlosung wird in einer Konzentration von
6 x 10.3 mol/l in BSS-Puffer angesetzt (3,1 mg/ml). Es
wird zu 10 ~l portioniert und bei -20°C eingefroren.
2. 6.2. 4 Gewinnung der Makrophagen
Die Makrophagen werden durch Auswaschen des Peritonealraums
mit PBS-Puffer gewonnen. Nach Totung der Tiere und Entfernung
des Fells auf der Bauchseite wird den Mausen 5 ml PBS-Puffer
injiziert. Durch leichtes Massieren der Bauchdecke
(ca. 1 min) verteilt sich der Puffer im Bauchraum und lost
die Zellen abo Die Zellsuspension wird mit einer Spritze dem
Bauchraum entnommen und in ein 50-ml-Falconrohrchen tiber-
ftihrt.
Den Meerschweinchen werden 50 ml Puffer injiziert, wobei die
Zellsuspension bei geoffneter Bauchdecke entnommen wird.
Die Zellsuspension wird bei 300 x 9 10 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert und in 1 ml BSS-Puffer aufgenommen. Die Zell-
zahl wird jeweils im Coulter Counter bestimmt und mit BSS-
Puffer auf 5 x 10 6 Zellen/ml eingestellt.
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2. 6.2.5 Durchfiihrung und Auswertung der Un1:ersuchung
Zu 200 ~l Zellsuspension werden 200 ~l Substanzlosung (Kon-
zentration von 3 x 10-4 - 3 x 10-7 mol/I) bzw. Puffer als
Kontrolle gegeben. Nach zugabe von 100 ~l Luminol wird der
Ansatz 10 min bei 37°C im Luminometer inkubiert. Danach
erfolgt der Zusatz des stimulierenden Agens (OpZ oder PA]').
In anfanglichen Studien mit OpZ wurde die Chemilumineszenz
(CL) in relativen Lichteinheiten (RLU) in einem Lumac Bio-
counter 2000 Luminometer 5 min nach Zusatz des Stimulus ge-
messen. In der Folgezeit wurde ein LKB 1251 Luminometer der
(zur gleichzeitigen Bestimmung von 25 Proben) eingesetzt und
die Chemilumineszenz in mV pro 5 min (fUr OpZ) oder 2 min
(fUr PAP) nach Zusatz des Stimulus mit einem automatischen
Dispenser gemessen. FUr detaillierte Untersuchungen (z.B. die
Bestimmung des pA2 fUr PAP-Antagonisten) wurde die Kinetik
der CL-Produktion (in counts/min) in einem 6-Kanal-Berthold-
Biolumat LB 9505 verfolgt, der mit einem Apple-lIe-Computer
verbunden war, wobei fUr PAP 3 min und fUr OpZ 20 min gemes-
sen wurde.
AIle Bestimmungen werden doppelt ausgefUhrt. Die Effekte der
Inhibitoren werden als Prozentsatz der CL ausgedrUckt, die in
derselben Zellsuspension in Abwesenheit der Verbindung gemes-
sen werden konnte.
FUr detaillierte Untersuchungen des Einflusses von PAP-Rezep-
tor-Antagonisten wurden Dosis-Wirkungs-Kurven fUr rac-C1 6-PAP
in Gegenwart und in Abwesenheit steigender Konzentrationen
der einzelnen Antagonisten hergestellt, wobei Sorge getragen
wurde, da~ die komplette Dosis-Wirkungs-Kurve fUr den jewei-
ligen Antagonisten mit einer Zellsuspension gewonnen wurde,
die aus einem einzigen Meerschweinchen stammte. Die Dosisab-
hangigkeit (dose ratio, DR) der Verschiebung in der Dosis-
Wirkungs-Kurve fUr PAP in Gegenwart der Antagonisten wurde
dadurch ermittelt, da~ die gesamte Dosis-Wirkungs-Kurve
gezeichnet wurde und der Abstand auf der Konzentrationsachse
zwischen der Kontrollkurve und der in Gegenwart einer einzi-
gen Konzentration des Antagonisten gemessen wurde, wobei
diese Messung in Hohe des EDso-Levels der Kurven erfolgte.
Unter Verwendung der Gleichung:
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pAZ = - log [B] + log (DR-I)
mit [B] als der Konzentration des Antagonisten wurden pAz-
Werte fUr die Rezeptoraffinitat der Antagonisten errechnet
und Schild-Plots (log (DR-I) gegen - log [B]) konstruiert
(Arunlakshana and Schild (1959)). Steigungen und Linearitat
der Regressionsgeraden wurden mit Hilfe eines IBM-Computer-
programms (EPISTAT) bestimmt.
In weiteren Experimenten wurde der maximaIe Aktivierungszu-
stand (MAS) der Zellsuspension von individuellen Tieren als
die absolute CL (counts/min) bestimmt, die in Gegenwart von
PAF am Maximum der Dosis-Wirkungs-Kurve in Abwesenheit von
Antagonisten erzeugt wurde. Der MAS fUr die Zellsuspension
wurde gegen die pAz-Werte aufgetragen, die in Gegenwart des
Antagonisten bestimmt worden waren (eine Konzentration des
Antagonisten pro Suspension), und eine Regressionsanalyse fUr
aIle Plots, die fUr jeden Antagonisten erhalten worden waren,
mit Hilfe des EPISTAT-Programms durchgefUhrt. Als PAF-Antago-
nisten wurden Kadsurenon, L652,731, BN52021, SRI63119 und
Alprazolam verwendet. Diese waren freundlicherweise von
T.Y. Shen, MSD, Rahway, USA; P. Braquet, IPSEN-Beaufort,
Paris, Frankreich; C. Winslow, Sandoz, Hanover, USA und der
Firma Upjohn zur VerfUgung gestellt worden.
2.6.3 Ergebnisse und Diskussion
C.-parvum-aktivierte Maus-Makrophagen erzeugen nach Stimulie-
rung mehr Chemilumineszenz als residente Makrophagen, wobei
die durch C. parvum hervorgerufene Steigerung des "respira-
tory burst" abhangig vom Zeitpunkt der Zellernte nach Akti-
vierung ist (Abb. 2.9).
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Abb. 2.9: Vergleich der Chemilumineszenz (CL) als Reaktion
auf opsonisiertes Zymosan (gemessen als relative
Licht-Einheiten) in Peritonealmakrophagen der Maus,
die 5 bzw. 8 Tage nach In-vivo-Aktivierung mit i .p.-
appliziertem C. Parvum gewonnen wurden. Die CL un-
stimulierter Zellen, die 8 Tage nach C. parvum ge-
wonnen wurden, ist zum Vergleich mitangegeben. Die
Einzelwerte sind Mittelwerte dUS 3 Beobachtungen
einschlie~lich Standardabweichung des Mittelwertes.
So reagierten acht Tage nach C. parvum-Aktivierung entnommene
Zellen starker auf opsonisiertes Zymosan als die nach flinf
Tagen geernteten Zellen.
Die bekannte antiphlogistisch wirksame Substanz Indometacin
steigerte bei einer Konzentration von 10-7 mol/l die Chemi-
lumineszenz bei residenten Makrophagen (141 % des Kontroll-
werts), wahrend eine Konzentration von 10-5 mol/l ohne Wir-
kung war.
Dieser Befund konnte mit Ergebnissen eines Ex-vivo-Versuchs
korreliert werden: Mausen wurde flinf Tage vor der Zellernte
C. parvum bzw. NaC1 i.p. injiziert und verschiedene Dosen
Indometacin bzw. Pimetacin (strukturelles Analogon zu Indo-
metacin) zwei Tage vor der Zellernte verabreicht. Beide Ent-
zlindungshemmer flihrten zu einer Steigerung der Chemilumines-
zenz in residenten Makrophagen (Abb. 2.10).
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Abb. 2.10: Erhohung der CL von nicht-aktivierten (Res) und
C.-parvum-aktivierten (CP) Peritonealmakrophagen der
Maus durch Indometacin (Ind) und dem analogen Thio-
ester Pimetacin (Pim). Die Substanzen wurden in den
angegebenen Dosierungen 2 Tage vor Isolierung der
Zellen verabreicht.
Dieser Effekt kann am besten mit einer Hemmung der Cyclooxy-
genase und dem daraus resultierenden Wegfall der Feed-back-
Inhibition durch Prostaglandin Ez erklart werden. Wichtiger
ist hier jedoch, da~ zumindest fur klassische nicht-steroi-
dale Antiphlogistika aus dem Einflu~ auf die Chemilumineszenz
in vitro auf In- bzw. Ex-vivo-Aktivitat geschlossen werden
kann.
lm Gegensatz zu den Cyclooxygenase-Hemmern konnte, wie zu
erwarten war, in Anwesenheit von Superoxid-Dismutase-Aktivi-
tat (SOD) eine konzentrationsabhangige Hemmung der Chemilu-
mineszenz in vitro erzielt werden. Daher wurde diese enzyma-
tische Aktivitat spater als Referenzsubstanz verwendet.
Weitere Untersuchungen zielten auf die Verbesserung der Re-
produzierbarkeit der Testergebnisse ab, da die Chemilumines-
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zenzmessungen zunachst mit einer relativ gro~en Streuung be-
haftet waren. Eine Verringerung der Zellzahl unter 10 6/ml
senkte die Absolutwerte mehr als die Standardabweichungen
(Tab. 2.11a), so da~ mit kleineren Zellzahlen in der Folge-
zeit nicht mehr gearbeitet wurde. Bessere Ergebnisse konnten
durch Zusatz von Rinderserumalbumin (BSA) erzielt werden,
wobei 2 % BSA zwar die gemessene Lumineszenz, aber wesentlich
deutlicher die Streuung der Me~werte verringerte (Tab. 2.11b).
Tab. 2.11: Abhangigkeit des Ausma~es und der Variabilitat der
CL-Reaktion in C.-parvum-aktivierten Peritone-
almakrophagen der Maus nach OpZ (0,17 mg/ml) von der
Zell- bzw. der Serumalbumin-Konzentration.
a) Zellkonzentration Chemilumineszenz
[mV]*
5,72
± 24,91
± 42,25
16,52 ±
40,85
104,33
1 x 105 Zellen/ml
5 x 105 Zellen/ml
1 x 106 Ze1len/ml
b) Rinderserumalbumin-
Konzentration
Chemilumineszenz
[mV]*
0,5 %
1,0 %
2,0 %
131,1 ± 39,9
116,5 ± 31,1
70,7 ± 13,2
Gegeben sind die Mitte1werte ± Standardabweichung vom
Mittelwert von 3 Bestimmungen mit 1 x 106 Ze1len/ml.
* Absolute CL-Werte vom LKB 1251 Luminometer
Die mit weiteren Referenzsubstanzen erzielten Ergebnisse sind
in Tabelle 2.12 zusammengestellt:
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Tab. 2.12: Effekte verschiedener Inhibitoi::en auf die CL von
C.-parvum-aktivierten peritonealmakrophagen der Maus
nach Stimulierung durch opsonosiertes Zymosan (OpZ)
und den Plattchen-aktivierenden Faktor (PAP). Die
Angaben sind Mittelwerte von 3 Einzelbestimmungen,
wobei die jeweils wirksamste Konzentration angegeben
i et; ,
Substanz-
klasse
Ca-Antagonist
Calmodulin-Ant,
Ca2+-Chelator
OH'-Scavenger
OH'-Scavenger
NADPH-Oxidase-
Inhibitor
Cyt, P450
Inhibitor
Adenylatzyklase-
Antagonist
Phosphodiesterase-
Inhibitor
~-Adrenozeptor-Agon.
Prostaglandin
Prostaglandin
Phospholipase A2-
Inhibitor
Phospholipase A2-
Inhibitor
Leukotrien-Antagon,
Methylierungs-
inhibitor
Substanz
Verapamil
Trifluoperazin
EDTA
Mannitol
Na-benzoat
Hydroxymercuri-
benzoat
Metyrapon
SQ22536
IBMX
Isoprenalin
PGE2
ZK 36374
p-BPB
Quinacrin
FPL 55712
Homocystein +
3-deazaadenosin
Konzentration Inhibition
der CL [I)
[mol/I] OpZ PAF
10-4
- 21 - 11
10-5
- 21 7
10- 6 + 1 + 1
10-2
-
11 2
10- 3
- 52 7
10-3
- 98
-
70
10-5 2 + 4
10 fJ-g/ml 4
-
20
10-5
- 25 - 11
10-6
- 44 - 26
10- 6
-
16 - 41
10- 6 + 1 5
10-4
-
98
- 94
10-4
- 23
-
31
10-5
-
31 + 3
10-4
-
73
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Die Ergebnisse deuten darauf hin, da~ die beiden verwendeten
Stimuli OpZ und PAF ahnliche Wirkmechanismen haben, die en-
zymatische Methylierungsprozesse - wahrscheinlich die Uber-
flihrung von Phosphatidylethanolamin in Phosphatidylcholin -
und die Aktivierung der Phospholipase A2 und der NADPH-Oxi-
dase miteinschlie~en. Die durch den Phosphodiesterase-Inhi-
bitor IBMX, durch Isoprenalin oder PGE2 hervorgerufene Erho-
hung der intrazellularen cAMP-Konzentration wirkt auf die
durch beide Stimulatoren ausgeloste Chemilumineszenz hemme~d,
wahrend das Hydroxyl-Radikal eine bedeutendere Rolle in der
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OpZ-induzierten als in der PAF-induzierten Chemilumineszenz
spielt. Die Daten zeigen, da~ die Chemilumineszenz der Makro-
phagen durch verschiedenartige Substanzen und Mechanismen
beeinflu~bar ist.
Urn zu belegen, da~ die in vitro erzielten Ergebnisse auch
unter In-vivo-Bedingungen Relevanz besitzen, wurden einige
in vitro wirksame Substanzen in In-vivo-Entzundungsmodellen
wie dem "CVF-Odem" und dem "Granulom" gepruft.
Beim CVF-pfotenodem wird durch Injektion von CVF ("cobra
venom factor") in die Rattenpfote eine Entzundung uber die
Aktivierung des Komplement-Systems ausgelost. Einige der bei
dieser Reaktion aktivierten Komplement-Faktoren (z.B. C5a)
stimulieren besonders in Leukozyten die Bildung anderer Ent-
zundungs-Mediatoren, zu denen auch Sauerstoffradikale geho-
reno Tabelle 2.13 zeigt, da~ ein gro~er Teil der Substanzen,
die in vitro eine Hemmwirkung auf die Makrophagen-Chemilumi-
neszenz besitzen, auch in vivo wirksam sind und die durch CVF
ausgeloste Pfotenschwellung vermindern. Die schwache oder
Nichtwirksamkeit einiger der gepruften Verbindungen im CVF-
Odem konnte in der schlechten Resorption nach oraler Gabe
begrundet sein oder andere pharmakokinetische Ursachen (z.B.
schnelle Metabolisierung) haben. Die meisten der in Tab. 2.13
gezeigten Verbindungen sind Antioxidantien, Radikal-Fanger
und/oder Inhibitoren des Arachidonsaure-Metabolismus. Diese
Befunde deuten darauf hin, da~ das CVF-pfotenodem ein geeig-
netes In-vivo-Modell fur Substanzen darstellt, die sich in
der "Makrophagen-Chemilumineszenz" als wirksam erwiesen
haben.
Im weiteren Verlauf des Projektes wurden insgesamt 495 Sub-
stanzen auf Hemmung der durch opsonisiertes Zymosan stimu-
lierten Makrophagen-Chemilumineszenz gepruft; weitere 37 wur-
den diesem Test nach Anregung der CL durch PAF unterzogen.
Die meisten der gepruften Verbindungen stammten aus zwei Sub-
stanzklassen, den Organo-Selen-Verbindungen und derivati-
sierten langkettigen Fettsauren.
Zum Vergleich der In-vitro- und In-vivo-Wirksamkeit wurde ein
Teil der Verbindungen einer Prufung im CVF-pfotenodem unter-
zogen. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 2.14 und 2.15 nie-
dergelegt.
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Tab. 2.13: Vergleich der Hemmwirkung von Substanzen auf die
Chemilumineszenz von aktivierten Peritonealmakropha-
gen der Maus nach Stimulation durch opsonisiertes
Zymosan (0,17 mg/ml) mit den Effekten im CVF-indu-
zierten Pfotenodem. Die Ergebnisse im CVF-induzier-
ten Odem sind Mittelwerte von 10 Einzelbeobachtun-
gen.
Substanz Chemilumineszenz CVF-Odem
Konz. r Dosis Route %
(mol/l] Anderung (mg/kg] Anderung
Superoxid- 6 U/ml - 59 10 s.c. + 24
Dismutase
Phen!don 2.57x10- 5
-
74 10 Lv.
-
73
BW 755C 10-5
- 55 10 i.v. - 43
Rosmarinsliure 5x10- 5
-
60 0,316 i.v. - 45
Ebselen 1,8x10-5 _ 99a 31,6 p.o. _54/_41b
NAT 01-497 10- 5 - 51 100 p.o. + 43c
NAT 01-499 10-5
- 46 100 p.o. - 62
NAT 01-501 10-5 - 46 100 p.o.
-
77
NAT 07-170 10-5 - 55 100 p.o. - 57
NAT 07-186 10-5 - 52 31,6 p.o.
-
20
NAT 07-194 10-5 - 50 31,6 p.o. - 21
NAT 07-210 10- 5 - 85 100 p.o. + 14
NAT 36-001 10-5 - 58 100 p.o.
-
29
a residente Mausperitonealmakrophagen
b Doppe1bestimmungen
c auch Lm. inaktiv
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Tab. 2.14: Vergleich der Hemmwirkung von Organoselen-Verbin-
dungen auf das CVF-induzierte Rattenpfotenadem und
auf die Chemilumineszenz von Peritonealmakrophagen
der Maus nach Stimulierung durch opsonisiertes Zymo-
san. Die Effekte auf das CVF-induzierte Odem sind
aus 10 Beobachtungen und diejenigen auf die Chemilu-
mineszenz aus 3 Beobachtungen ermittelt.
Substanz
NAT 02-661
NAT 02-675
NAT 02-677
NAT 02-685
NAT 02-687
NAT 02-703
NAT 02-717
NAT 02-719
NAT 02-720
NAT 02-721
Ebselen
NAT 06-085
NAT 06-086
NAT 06-628
Chemilumineszenz CVF-Odem
(% Inhibition bei (% Inhibition bei
10 fLIIlol/ 1) 100 mg/kg Lv.)
10 45
24 60
16 70
(+14) 4
28 4
11 (+9)
11 50
(+8) 10
20 41
86 9
6 65
41 5*
49 34*
7 65
* % Inhibition bei 31,6 mg/kg p.o.
Tab. 2.15: Vergleich der Hemmwirkung von langkettigen Fett-
sdure-Analoga auf das CVF-induzierte Rattenpfoten-
adem und auf die Chemilumineszenz von Peritonealma-
krophagen der Maus nach Stimulierung durch opsoni-
siertes Zymosan. Die Effekte auf das CVF-induzierte
Odem sind aus 10 Beobachtungen und diejenigen auf
die Chemilumineszenz aus 3 Beobachtungen ermittelt.
Substanz
NAT 04-159
NAT 04-433
NAT 04-439
NAT 04-440
NAT 04-444
NAT 04-448
NAT 04-450
Chemilumineszenz
(% Inhibition bei
10 fLIIlo1/1)
- 42
+ 7
+ 4
+ 3
+ 5
+ 3
+ 6
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CVF-Odem
(% Inhibition bei
100 mg/kg Lv.)
69
69
35
42
33
50
26
Bei beiden genannten Substanzklassen lapt sich zunachst keine
Korrelation zwischen den Wirkungen der Verbindungen in der
Makrophagen-Chemilumineszenz und im CVF-pfotenoden erkennen.
DafUr lassen sich zwei GrUnde anfUhren:
1) Es ist fUr eine antiphlogistische Wirksamkeit nicht es-
sentiell, dap auch die in Makrophagen durch Stimulation
ausgeloste Chemilumineszenz inhibiert wird. FUr die Sub-
stanzen, die trotz fehlender oder nur geringer Wirksamkeit
in vitro in dem In-viva-Modell gute Wirksamkeit zeigten,
mup man einen anderen Mechanismus der wirkung annehmen.
2) Pharmakokinetische Untersuchungen einiger Vertreter beider
geprUfter Substanzklassen zeigten, dap Verbindungen aus
der Gruppe der Benzisoselenaz010ne und der Fettsaure-Deri-
vate einem ausgepragten "First-pass-effect" unterliegen,
also nach oraler Applikation sehr schnell metabolisiert
werden und somit den Wirkort nicht erreichen. So ist es zu
erklaren, dap einige Verbindungen trotz hervorragender
inhibitorischer Potenz in vitro das durch CVF ausgeloste
pfotenodem nicht vermindern konnten.
Diese Ergebnisse liepen den Schlup zu, dap trotz teilweise
guter Korrelation bei Verbindungen anderer Substanzklassen
das CVF-()dem moglicherweise nicht der richtige "In-vivo-
Partner" fUr das "In-vitro-Modell" der Makrophagen-Chemilu-
mineszenz darstellte. Daher wurden zum Zwecke einer besseren
Korrelierung der in vitro mit den in vivo erzielten Ergeb-
nissen zwei weitere In-viva-Madelle herangezogen, bei denen
die Makrophagen-Funktion eine grope Rolle spielt:
Beim "Cotton-Pellet-Granulom" wird bei der Ratte die EntzUn-
dung durch einen mit Cotton-Ol oder Carragenin-getrankten und
unter die RUckenhaut gepflanzten Wattebausch ausgelost, beim
"Deckglaschen-Granulom" wird unter die RUckenhaut der Ratte
ein Kunststoffglaschen gepflanzt, das eine unspezifische
entzUndliche Reaktion auslost und nach einigen Tagen von
einer Zellschicht - besonders Makrophagen - bedeckt ist. Das
Ausmap der entzUndlichen Reaktion lapt sich z.B. durch pla-
nimetrische Auswertung oder auch durch Quantifizierung zell-
typischer Reaktionen dieser Granulom-Zellen bestimmen.
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So wurden einige der Inhibitoren der Makrophagen-Chemilumi-
neszenz auf ihre Wirksamkeit im "Cotton-Pellet-Granulom" nach
oraler Applikation geprlift. Keine der Substanzen bewirkte
signifikante Veranderungen in der Granulom-Bildung. Eine
Erklarung flir diese fehlende Wirksamkeit konnte darin liegen,
da~ die Substanzen eher als Inhibitoren der Sekretion von
Makrophagen-Oxidationsprodukten wirken als generell die
Makrophagen-Funktion zu inhibieren. Aufgrund dieser Negativ-
Befunde wurden keine weiteren Untersuchungen mehr in diesem
Modell durchgeflihrt.
Einige Experimente wurden auch mit dem "Deckglaschen-Granu-
lorn" gemacht. Dabei wurden als Referenzsubstanzen Ebselen
(100 mg/kg p.o.), Indometacin (3 mg/kg p.o.) und Dexamethason
(2 mg/kg p.o.) eingesetzt. Mit allen geprliften Substanzen
konnten keine klaren inhibitorischen Effekte nachgewiesen
werden. Angesichts der Tatsache, da~ an dieser Form von Ent-
zlindung eine gemischte Zellpopulation (Granulozyten, Makro-
phagen, Fibroblasten) beteiligt ist und damit untersuchungen
des Einflusses von Prlifsubstanzen auf die Funktion von Makro-
phagen allein schwierig sind, und abzusehen war, da~ eine
Optimierung dieses Modells gro~ere Mengen an Versuchstieren
flir die Standardisierung und Charakterisierung notwendig
machte, wurde auf weitere Untersuchungen verzichtet.
Wahrend des routinema~igen Screenings von Extrakten aus
Pflanzenzellkulturen auf Hemmung der Zymosan-induzierten
Makrophagen-Chemilumineszenz - diese Untersuchungen wurden in
Verbindung mit dem Forschungsvorhaben "pflanzenzellkulturen
(PZK) zur Auffindung neuer therapeutisch relevanter Natur-
stoffe und der Gewinnung durch Fermentationsprozesse" (For-
derungskennzeichen: 03-8654-0) durchgeflihrt - fiel auf, da~
ein Extrakt aus der Podophyllum-versipelle-Zellkultur gro~e
inhibitorische Aktivitat aufwies. Nach Anreicherung und Rei-
nigung konnten drei neue Flavonoide gefunden werden, die
Podoverine A, B und C (Abb. 2.11), die aIle die Makrophagen-
Chemilumineszenz in einer ahnlichen Konzentration wie das
Flavonoid Quercetin und das ebenfalls aus Pflanzen stammende
Antioxidativum Nordihydroguaiaretsaure (NDGA) (Arens et. al.,
1986; Abb. 2.12) inhibierten.
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Abb. 2.11: Strukturen von Podoverin A, B und C.
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Abb. 2.12: Dosis-Wirkungs-Kurve fur die Hemmung der CL der
Makrophagen durch Podoverin A, B und C und die Refe-
renz-Verbindungen NDGA und Quercetin. Die Ergebnisse
sind Mittelwerte aus 3-4 Einzelbestimmungen.
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Da Podoverin C in einer relativ gro~eren Menge in der genann-
ten Zellkultur enthalten war, wurde es weiterfUhrenden Unter-
suchungen in vitro und in vivo unterzogen, obwohl es sich als
weniger potent als die anderen beiden erwies. Dabei zeigte
Podoverin C nicht nur eine gute Wirksamkeit in verschiedenen
anderen In-vitro-PrUfmodellen, die in diesem Abschlu~bericht
beschrieben sind, sondern auch im CVF-induzierten pfotenodem
in vivo (Tab. 2.16). Diese Daten belegen, da~ nicht nur die
Makrophagen-Chemilumineszenz ein nUtzliches In-vitro-Modell
fUr das Screening auf antiiflammatorisch wirksame Subs tanzen
ist, sondern da~ sich einige In-vitro-Modelle aus dem Bereich
EntzUndung/Immunologie in ihren Mechanismen bzw. in ihren
Aussagemoglichkeiten Uberschneiden, so da~ bei Verwendung
mehrerer dieser In-vitro-Methoden Substanzen gefunden werden
konnen, die einen breiten Bereich antiinflammatorischer und
immunregulatorischer Aktivitaten in vivo abdecken.
Tab. 2.16: Vergleich der Hemmeffekte von Podoverin C in einer
Reihe von In-vitro-Tests und auf das CVF-induzierte
Rattenpfotenodem in vivo.
Versuch IC50
[J1IIIol/l]
% Inhibition
bei 1 mg/kg
i.v. p.o.
Makrophagen CL
Makrophagen-Phagozytose
Lymphozytenproliferation
ConA
LAG
PWM
5-Lipoxygenase
12-Lipoxygenase
Cyclooxygenase
CVF-PfotenMem
95
80
ca. 4
ca. 6
ca. 10
9.5
100
22
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In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Rau, Universitatsklinik Koln-
Merheim, wurde die Chemilumineszenz der Blutmonozyten von
Patienten mit Karzinomen im Vergleich zu den von gesunden
Probanden untersucht und dabei Unterschiede festgestellt. Bei
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diesen Experimenten stellte sich jedoch heraus, da~ man rela-
tiv gro~e Mengen an Blut benotigte, so da~ die Absicht ver-
worfen wurde, Humanmonozyten anstelle von Tiermakrophagen fUr
das Screening einzusetzen.
Eine weitere Alternative war die Verwendung permanenter
Makrophagen-ahnlicher bzw. monozytarer Zellinien. Die Unter-
suchungen mit diesen Zellinien (u.a. P388D1, U937) hatten
jedoch als Ergebnis, da~ in Abhangigkeit vom Stimulus ent-
weder gar keine oder nur eine schwache Chemilumineszenz ge-
messen werden konnte. Damit war klar, da~ auch weiterhin auf
frisch isolierte Makrophagen zurUckgegriffen werden mu~te.
Voruntersuchungen hatten gezeigt, da~ die durch PAF induzier-
te Makrophagen-Chemilumineszenz ein geeignetes Modell fUr die
Auffindung von PAF-Rezeptorantagonisten war. Neben dem
bekannten PAF-Antagonisten Kadsurenon erwies sich auch eine
Verbindung aus der Nattermann-Forschung (NAT 05-333;
Abb. 2.13) als kompetitiver Inhibitor der durch PAF induzier-
ten Chemilumineszenz. NAT 05-333 zeigte auch in vivo gute
Wirksamkeit, so z.B. in der Plasma-Exsudation, die in der
Rattenhaut durch die intrakutane Gabe von PAF induziert wurde
(Me~parameter: Extravasation von Evansblau-Farbstoff) und in
dem Modell "Blutdruck-Ratte", in dem die durch intravenose
Applikation von PAF ausgeloste Blutdrucksenkung antagonisiert
werden konnte. Anhand dieses Beispiels la~t sich zeigen, da~
Uber das Screening in der "PAF-induzierten Makrophagen-Chemi-
lumineszenz" auch in vivo wirksame PAF-Antagonisten gefunden
werden konnen.
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Abb. 2.13: Kompetitiver Antagonismus der PAF-induzierten Che-
milumineszenz in Peritonealmakrophagen der Maus nach
Vorinkubation mit der Substanz NAT 05-333 im fur
10 min Berthold-Biolumat. Die Ergebnisse sind Mit-
telwerte aus 9-12 Kontrollexperimenten und 2-4 Expe-
rimenten in Gegenwart der Testsubstanz.
Bei einem Vergleich der Hemmwirkung des PAF-Rezeptor-Antago-
nisten Kadsurenon auf die PAF-induzierte (Meerschweinchen)-
Makrophagen-Chemilumineszenz und auf die PAF-induzierte
(Schwein-)Neutrophilen-Aggregation wurde aus den pA2-Werten
deutlich, da~ die Affinitat des Antagonisten zu den PAF-Re-
zeptoren der Makrophagen ungefahr lOOmal so gro~ ist wie zu
den PAF-Rezeptoren der Leukozyten (Abb. 2.14). Damit stellte
sich die Frage, inwieweit der Aktivierungszustand der Makro-
phagen die Affinitat von PAF-Antagonisten zu den PAF-Rezep-
toren und damit die Hemmung der durch PAF ausgelosten Chemi-
lumineszenz beeinflu~t. Zur Beantwortung dieser Frage wurden
in zahlreichen Versuchsansatzen Peritonealmakrophagen von
Meerschweinchen mit C. parvum aktiviert und die durch PAF
ausgeloste Chemilumineszenz in Abwesenheit und in Anwesenheit
verschiedener PAF-Antagonisten gemessen. Dabei deuten erhohte
Chemilumineszenz-werte in den Kontrolluntersuchungen auf eine
erhohte Aktivitat der Makrophagen hin.
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Abb. 2.14: Schild-Plots, die nach der Methode der kleinsten
Quadrate ermittelt wurden, fur den Antagonismus von
Kadsurenon auf die PAP (10- 1 0 - 10-'+ molll)-indu-
zierte Chemilumineszenz (CL) in aktivierten Perito-
nealmakrophagen ( 0 ) und die PAP-induzierte
Aggregation von Schweineleukozyten aus Blut ( • ).
Jeder Wert ist das Mittel aus 3-5 (bei der CL) und 5
(bei der Aggregation) Einzeluntersuchungen; die
Standardabweichung vom Mittelwert wird durch die
Senkrechten reprtieent.Lert ,
Ordinate: log (DR-1), wobei DR der Dosis-Wirkungs-
Kurve von Kadsurenon entsprieht.
Abzisse: negativer Logarithmus der morlaren Korr-
zentration von Kadsurenon.
Die Steigungen beider Regressionsgeraden unterschei-
den sieh nieht signifikant von -1. Die Schnittpunkte
auf der Abzisse sind die pAz-Werte.
Ermittelt man aus den Dosis-Wirkungs-Kurven die pA2-Werte und
korreliert diese mit den absoluten Chemilumineszenz-Werten in
cpm, so findet man z.B. fur Kadsurenon eine Abhangigkeit des
pA2-Wertes von der maximalen Chemilumineszenz, d.h. vom Akti-
vierungszustand der Makrophagen, wahrend die Affinitat von
BN52021 zum PAF-Rezeptor unabhangig vom Aktivierungszustand
des Makrophagen zu sein scheint. Die Abbildungen 2.15A und B
zeigen die Dosis-Wirkungs-Kurven fur Kadsurenon und BN52021,
die Abbildungen 2.16A und B die Abhangigkeit der pA2-Werte
von der maximalen Chemilumineszenz.
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Abb. 2.15: Dosis-Wirkungs-Kurven der PAF-Antagonisten
BN 52021 (A) und Kadsurenon (B) fur die PAF-indu-
zierte Chemilumineszenz.
Tabelle 2.17 stellt die fUr die verschiedenen PAF-Antagoni-
sten erhaltenen ICso-Werte dar.
Schild-Plots fUr die verschiedenen Antagonisten (Abb. 2.17)
ergaben, da~ nur fUr BN 52021 und Kadsurenon nahezu eine
Gerade erhalten wurde. FUr die Ubrigen PAF-Rezeptor-Antago-
nisten L652731, SRI 63119 und Alprazolam war es nicht mog-
lich, eine Abhangigkeit der Affinitat zu den PAF-Rezeptoren
der Makrophagen von dem Aktivierungszustand der Zellen auf-
zuzeigen. Damit wurde deutlich, da~ die PAF-induzierte Makro-
phagen-Chemilumineszenz nicht generell geeignet ist, zwischen
den Charakteristika verschiedener PAF-Rezeptor-Antagonisten
zu unterscheiden, da nur zwei kompetitive Antagonisten, nam-
lich Kadsurenon und BN 52021, auf diese Weise analysiert wer-
den konnten.
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Abb. 2.16: Korrelation zwischen des: pAz-werten filr die PAF-
Antagonisten BN 52021 (a) bzw. Kadsurenon (B) einer-
seits und der maximalen Chemilumineszenz-Bildung in
Mausperitonealmakrophagen in Abwesenheit der Antago-
nisten andererseits.
Die Makrophagen wurden 4 bzw. 8 Tage vor Verwendung
mit C. parvum aktiviert.
Neben den naher charakterisierten Referenzverbindungen konn-
ten im Screening weitere Verbindungen mit PAF-antagonisti-
schen Eigenschaften gefunden werden, so z.B. aus Gingko bilo-
ba-Extrakten, die teilweise noch naher charakterisiert werden
miissen.
Das Modell der PAF-induzierten Makrophagen-Chemilumineszenz
bietet den Vorteil, dap mit den Zellen, die aus einem einzi-
gen Meerschweinchen gewonnen werden, etwa 20 bis 25 Untersu-
chungen durchgefiihrt werden konnen. Damit ist der Tierver-
brauch auf ein Mindestmap reduziert. Sollte eine Chemilumi-
neszenz-bildende permanente Makrophagen-Zellinie gefunden
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werden, so konnte der Tierverbrauch auf Null reduziert wer-
den. Diesbezligliche Bemlihungen werden fortgesetzt.
Tab. 2.17: Hemmetiiirken verschiedener PAF-Rezeptor-Antagoni-
sten auf die PAF-induzierte CL in aktivierten Peri-
tonealmakrophagen aus Meerschweinchen. Die Angaben
stellen Mittelwerte aus mehreren Versuchen dar,
deren Anzahl in Klammern angegeben sind.
Substanz
Alprazolam
BN52012
L652731
Kadsurenon
SRI63119
IC50 Relative
[lLffiol/l) Wirkst!l.rke
161,00 (21) 383,3
6,08 (23) 14,3
0,42 (24) 1,0
5,25 (16) 12,3
311,00 (17) 731,0
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Abb. 2.17: Schild-Plots des Antagonismus der PAF-induzierten
CL-Bildung aus aktivierten Peritonealmakrophagen von
Meerschweinchen durch verschiedene PAF-Rezeptor-Ant-
agonisten.
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2.7 H202-Freisetzung durch aktivierte Makrophagen
2. 7. 1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t
Corynebacterium-parvum aktivierte peritonealmakrophagen von
Meerschweinchen setzen nach Stimulierung mit opsonisiertem
Zymosan (OpZ) Wasserstoffperoxid frei, dessen Konzentration
in Gegenwart von Phenolrot und Meerrettich-Peroxidase photo-
metrisch bestimmt werden kann (Methode nach Pick und Keisari,
1980). In Gegenwart von Substanzen kann die H202-Produktion
unbeeinflu~t, vermindert oder gesteigert sein. Die Wirkung
von Prlifsubstanzen wird in prozentua1 verringerter oder
gesteigerter H202-Freisetzung ausgedrlickt.
Die H202-Produktion durch aktivierte Makrophagen ist ebenso
wie die durch Radikalbildung hervorgerufene Chemilumineszenz
ein Ma~ flir die Stimulation der Makrophagen. Hemmer der
Makrophagenaktivierung konnten liber eine Abschwachung der
Immunantwort therapeutisch wirksam sein.
2. 7. 2 Material und Hethoden
2.7.2.1 Versuchstiere
Meerschweinchen, mannlich, 200-300 g, Sliddt. Versuchstierfarm
werden in Makrolon-Kafigen bei Standardfutter (Altromin,
Lage) und Wasser ad libitum gehalten.
Raumtemperatur: 20 ± 2 °C
Hell-Dunkel-Rhythmus: 12 h
Luftwechsel: 16fach/h
7 Tage vor dem Versuchstag wird den Tieren jeweils 1,5 ml
C. parvum i.p. injiziert.
2.7.2.2 Puffer
a) PBS-Puffer (10 mmol/l, pH 7,4):
Na2HP04 x 2 H20 (Merck; Art. 6580) 17,8 gil
NaH2P04 x 2 H20 (Merck; Art. 6346) 13,8 gil
durch Mischen folgender Stammlosungen auf pH 7,4 einstel-
len:
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Fur Gebrauch (10 romolll Phosphatpuffer):
100 ml 0,1 mol/l Na-Phosphatpuffer
+ 8 9 NaCI (Merck~ Art. 6404)
+ 0,2 9 KCI (Merck~ Art. 4936)
ad 1000 ml A. dest. pH 7,4
b) BSS-Puffer
a) Stock I
Dextrose
KH2P04
Na2HP04 x
(Merck~ Art. 8342)
(Merck~ Art. 4873)
2 H20 (Merck~ Art. 6580)
10,00 9
0,60 9
2,38 9
A. dest. ad 1000 ml
b) Stock II
'CaCI2 x 2 H2O (Merck~ Art. 2381) 1,86 9
KCI (Merck~ Art. 4436) 4,00 9
NaCI (Merck~ Art. 6404) 80,00 9
MgCl 2 x 6 H2O (Merck~ Art. 5833) 2,22 9
MgS04 x 7 H2O (Merck~ Art. 5886) 2,00 9
-----------------
A. dest. ad 1000 ml
bei 4 °C aufbewahren
Fur Gebrauch: 100 ml Stock I
100 ml Stock II
ad 1000 ml A.dest. pH 7,2 - 7,4
c) Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
a) 0,01 mol/l
KH2P04 (Merck 4873) 0,136 g/100 ml Aqua
KzHP0 4 (Merck 5099) 0,174 g/100 ml Aqua
b) 0,05 mol/l
KHzP04 (Merck 4873) 0,68 g/100 ml Aqua
KzHP0 4 (Merck 5099) 0,87 g/100 ml Aqua
- 68 -
d) PRS-Losung
Zu 50 ml Kaliumphosphatpuffer 0,01 mol/I pH 7,0 gibt man:
0,818 g NaCI (Merck 6404)
0,108 g D-Glucose (Merck 8342)
0,005 g Peroxidase (Horseradish Typ III, Sigma)
in 1 ml 0,05 mol/I Kaliumphosphatpuffer gelost)
1 ml Phenolrot 1 % (Merck)
2.7.2.3 Reagenzien
a) Opsonisiertes Zymosan (OpZ)
Zymosan, Sigma Z-4250
Aus Kaninchenblut wird Serum gewonnen. Pro ml Serum werden
2 mg Zymosan zugegeben und bei 37°C 30 min inkubiert. Das
Zymosan wird bei 1000 x g 5 min abzentrifugiert und mit
BSS-Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt.
b) Corynebacterium parvum
7 mg/ml Thiomersol-konserviert (Deutsche Wellcome, Burg-
wedel, batch no. CA 761)
c) Penicillin/Streptomycin (Flow)
5000 U/I; 5000 ~g/ml
2. 7. 2. 4 Gewinnung der Hakrophagen
Die Makrophagen werden durch Auswaschen des Peritonealraums
der Meerschweinchen mit PBS-Puffer gewonnen. Nach Totung der
Tiere werden ihnen 50 ml Puffer in die Bauchhohle injiziert.
Durch leichtes Massieren der Bauchdecke (ca. 1 min) verteilt
sich der Puffer im Bauchraum und lost die Zellen abo Die
zellsuspension wird mit einer Spritze dem Bauchraum entnom-
men, in ein 50-ml-Falcon-Rohrchen UberfUhrt und bei 300 x g
10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wird
in 1 ml PBS aufgenommen und resuspendiert. Fur die Hamolyse
der meist vorhandenen Erythrozyten werden nun 3,75 ml Wasser
(Ampuwa) zugegeben und nach einer Einwirkzeit von ca. 10 sec
mit PBS auf 30 ml aufgefUllt. Nach weiterem Zentrifugieren
bei 300 x g fUr 10 min bei Raumtemperatur werden die Zellen
in 1 ml BSS resuspendiert, in Coulter Counter gezahlt und
durch VerdUnnen mit Medium 199 (50 ml Medium 199 + 50 ml ste-
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riles Aqua bidest. + 2 ml Penicillin/Streptomycin) auf
2 x 10 6 Zellen/ml eingestellt.
2.7.2.5 DurchfUhrung der Un~ersuchung
Die Zellen werden in 1-ml-Portionen in 24-well-Zellkultur-
schalen (Nunc, Wiesbaden) verteilt und im Brutschrank bei
37 °C mindestens 2 h inkubiert, damit die Makrophagen anwach-
sen. Danach werden die tlberstande abgenommen und 1 ml fri-
sches Medium der folgenden Zusammensetzung zugegeben:
500 ~l PrUfsubstanz in PRS (die Substanz-Konzentration
betragt in der Regel 2 x 10-5~ 2 x 10-6 und
2 x 10-7 mol/l)
500 ~l Zymosan (0,5 mg/m1 Endkonz.)
Das Medium wird vorher 10 min bei 37 °C vorinkubiert.
Nach zwei Stunden Inkubation bei 37 °C unter 5 % cOz wird der
jeweilige tlberstand einer photometrischen Messung bei 610 nm
unterzogen. Dazu werden 500 ~ltlberstand mit 400 111
0,02 mol/l NaOH verdUnnt. Gemessen wird gegen 500 111 PRS/BSS
(1:1) + 400 111 0,02 mol/l NaOH.
Die ermittelten Extinktionen werden mit Hilfe einer Standard-
kurve in nmol HzOz/2 x 10
6 Zellen umgerechnet. Die Hemmung
der stimulierten HzOz-Freisetzung wird prozentual zur Kon-
trolle (= 100 %) ausgedrUckt.
2.7.3 Ergebnisse und Diskussion
Tabelle 2.18 zeigt den Effekt von verschiedenen Antirheuma-
tika und Immunmodulatoren auf die Zymosan-induzierte HzOz-
Freisetzung aus aktivierten Meerschweinchen-Makrophagen.
Indometacin und Levamisol zeigen eine dosisabhangige Hemmung
der HzOz-Bildung, d-Penicillamin hat in geringer Dosierung
eher einen fordernden Effekt. Eine geeignete Referenzsubstanz
fUr dieses Testsystem konnte nicht gefunden werden. Ange-
sichts der Tatsache, da~ dieses Testsystem auf einem ahnli-
chen Mechanismus beruht wie die Chemilumineszenz der Makro-
phagen, konzentrierte man sich in der Folgezeit auf das
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zuletzt genannte Modell und verzichtete auf eine Weiterent-
wicklung der H202-Freisetzung durch aktivierte Makrophagen.
Tab. 2.18: Effekte verschiedener antirheumatisch/ immunomodu-
latorisch-wirkender Verbindungen auf die durch opso-
nisiertes Zymosan (0,5 mg/ml) induzierte HzOz-Bil-
dung in C.-parvum-aktivierten Peritonealmakrophagen
aus Meerschweinchen.
Substanz
Indometacin
Levamisol
d-Penicillamin
Cyclophosphamid
Ver~nderung der H202-Sekretion [%}
10- 7 10-6 10-5 [moll 1 ]
5 - 10 - 24*
8
- 14 - 31*
+ 20* + 14 1
- 16* 7 - 25*
Angegeben sind die Mittelwerte von 3 Bestimmungen.
* p < 0.001 (vs. Kontrolle; t-Test nach logs)
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2. 8 ~-Glucuronidase-Freiset;zung eue Makrophagen
2.8.1 Prinzip des Test;verfahrens und Aussagemoglichkeit;
Corynebacterium-parvum-aktivierte Maus-Makrophagen setzen
nach Stimulierung mit opsonisiertem Zymosan (OpZ) neben ande-
ren lysosomalen Enzymen ~-Glucuronidase frei, deren Aktivitat
im Kulturmedium tiber das aus p-Nitrophenyl-glucuronid freige-
setzte p-Nitrophenol photometrisch bestimmt werden kann
(Methode nach Lin et al., 1975). Bie ~-Glucuronidase-Aktivi­
tat dient als Ma~ ftir die oxidationsunabhangige Stimulation
von Makrophagen, die in Gegenwart von Substanzen unbeein-
flu~t, gesteigert oder vermindert sein kann. Hemmer der
Makrophagen-Stimulation konnten Therapeutika bei chronischen
Entztindungen und Immunerkrankungen sein.
2.8.2 Mat;erial und Me1=hoden
2.8.2.1 Versuchst;iere
Mannliche CBA-Mause (Inzucht), ca. 20 g schwer, werden von
Bomholtg&rt, Ry, Danemark bezogen und in Makrolon-Kafigen mit
Standardfutter (Altromin, Lage) und Wasser ad libitum
gehalten.
Raumtemperatur: 20 ± 2 °c
Hell-Dunkel-Rhythmus: 12 h
Luftwechsel: 16fach/h
7 Tage vor dem Versuchstag wird den Tieren jeweils 0,2 ml
C. parvum i.p. injiziert.
2.8.2.2 Puffer
a) PBS-Puffer (10 romolll, pH 7,4):
Na2HP04 x 2 H20 (Merck; Art. 6580) 17,8 gil
NaH2P04 x 2 H20 (Merck; Art. 6346) 13,8 gil
durch Mischen folgender Stammlosungen auf pH 7,4 einstel-
len:
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Fur Gebrauch (10 romol/l Phosphatpuffer):
100 ml 0,1 mol/l Na-Phosphatpuffer
+ 8 9 NaCI (Merck; Art. 6404)
+ 0,2 9 KCI (Merck; Art. 4936)
ad 1000 ml A. dest. pH 7,4
b) Glycinpuffer
1 Teil 0,8 mol/l Glycin (Sigma)
1 Teil 0,8 mol/l NaCI (Merck)
1 Teil 0,8 mol/l NaOH (Merck)
1 Teil Aqua demineralisiert
pH 10,4
c) Acetatpuffer
24,5 ml 1 mol/l Na-acetat
25,S ml 1 mol/l Essigsaure
ad 500 ml Aqua demineralisiert, pH-Wert 4,5.
2.8.2.3 Reagenzien
a) Enzymsubstrat
p-Nitrophenyl-~-D-glucuronid(Calbiochem), 0,15 romol/l in
Aqua demineralisiert
b) Penicillin/Streptomycin (Flow)
5000 U/I; 5000 ~g/ml
c) Medium 199
Medium 199 (Gibco 3201157) wird 1:1 mit sterilem Aqua
demineralisiert verdunnt; 1 ml/100 ml Penicillin/Strepto-
mycin-Losung wird zugegeben.
d) Opsonisiertes Zymosan
Zymosan (Sigma) wird mit Kaninchenserum opsonisiert. Dazu
wird das Serum mit 2 mg/ml Zymosan bei 37 DC 30 min inku-
biert. Nach Zentrifugation bei 500 x 9 5 min wird das
Zymosan mit PBS-Puffer auf eine Konzentration von 1 mg
zymosan/ml eingestellt.
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e) Corynebacterium parvum
7 mg/ml, Thiomersol-konserviert (Deutsche Wellcome, Burg-
wedel, batch no. CA 761)
2. 8. 2. 4 Gewinnung der Makrophagen
Den mit C. parvurn aktivierten Mausen wird mit 5 ml PBS-Puffer
die Bauchhohle gesplilt. Dazu wird auf der Bauchseite ein Teil
des Felles entfernt, mit Hilfe einer Kanlile (Nr. 1) der Puf-
fer zligig in die Bauchhohle injiziert und nach leichtem Mas-
sieren der Bauchgegend die Zellsuspension wieder aspiriert.
Die gepoolte Zellsuspension von sechs Tieren wird 10 min bei
300 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Sediment wird
in 1 ml Medium 199 resuspendiert, die Zellzahl im Coulter
Counter bestirnrnt und auf eine Konzentration von 4 x 10 6 Zel-
len/ml eingestellt. Die Zellen werden in 24-well-Kulturscha-
len (1 ml/Schale) flir 2 h im Brutschrank (5 % CO2, 37°C)
inkubiert. Das Medium wird verworfen, der Zellrasen wird 2mal
mit Medium gewaschen und mit frischem Medium liberdeckt.
2. 8. 2.5 Durchfiihrung und Auswertung der Untersuchung
Zu den Zellen wird opsonisiertes Zymosan (0,2 mg/ml) und/oder
Prlifsubstanzen (in Puffer oder 1 % DMSO gelost) zugegeben und
2 h bei 37°C inkubiert. Danach werden die Zellliberstande ab-
genornrnen und bei 700 x g 15 min bei Raumtemperatur zentrifu-
giert.
Zur Bestimrnung der Freisetzungsrate von ~-Glucuronidasewird
wie folgt verfahren:
Leerwert
75 III Medium
25 III Substrat
150 ml Acetatpuffer
Probe
75 III Probe (tlberstand)
25 III Substrat
150 III Acetatpuffer
Dieser Probenansatz wird flir 15-18 h bei 37°C in ein Schlit-
telwasserbad gestellt. Nach Ende der Inkubationszeit gibt man
zu jeder Probe 1 ml Glycinpuffer und mi~t im Photometer bei
405 nrn die Extinktion. Die freigesetzte ~-Glucuronidase-Akti­
vitat wird aus einer zuvor erstellten Eichkurve (0-24 U) ent-
nornrnen und in Einheiten pro 105 Zellen angegeben.
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2.8.3 Ergebnisse und Diskussion
Die Stimulation von C. parvum-aktivierten Maus-Peritonealma-
krophagen flihrt zu einer Konzentrations- und Zeit-abhangigen
Freisetzung des lysosomalen Enzyms p-Glucuronidase
(Abb . 2 . 18) .
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Abb. 2.18: Freisetzung von p-Glucuronidase aus Peritonealma-
krophagen der Maus, die 8 Tage mit C. parvwn akti-
viert worden waren nach Stimulation mit unterschied-
lichen Konzentrationen von opsonisiertem Zymosan
iiber die jeweils angegebene Zeit. Die angegebenen
Werte wurden aus Doppelbestimmungen einer reprasen-
tativen Untersuchung errnittelt.
lm Gegensatz zu den Befunden anderer Wissenschaftler (Ring-
rose et al., 1975; Okimura et al., 1979) konnte keinEffekt
der Antiphlogistika lndometacin, Piroxicam, D-Penicillamin
oder Levamisol bis zu einer Dosis von 10-5 mol/l gemessen
werden.
Dexamethason zeigte erst nach 24stlindiger lnkubation einen
nicht dosisabhangigen Hemmeffekt (Abb. 2.19).
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Abb. 2.19: Hemmung der durch Opz stimulierten p-Glucuroni-
dase-Freisetzung aus C. parvum-aktivierten Peri to-
nealmakrophagen der Maus durch Dexamethason. Die
Zellen wurden mit dem Wirkstoff fur den angegebenen
Zeitraum vorinkubiert. Die Kontrollwerte sind mit
gefullten Symbolen angegeben. Alle Werte entstammen
ein bzw. zwei reprasentativen Untersuchungen.
Weitere BemUhungen, eine Referenzsubstanz zu finden, die bei
kurzzeitiger Inkubation dosisabhangig die p-Glucuronidase-
Freisetzung hemmt, waren ohne Erfolg. Es wurde dazu eine
Vielzahl von Referenzsubstanzen geprUft, die in verschiedenen
EntzUndungs- und Immunmodellen wirksam sind. Als inaktiv er-
wiesen sich hierbei: NDGA (Antioxidanz), Triamcinolon (Cor-
ticoid), Phenidon (nicht steroidaler EntzUndungshemmer),
Bestatin, Cyclosporin A, Cylcophosphamid (Immunmodulatoren
und Immunsuppressiva), Azathioprin, Chloroquin (Antirheuma-
und Antimalariamittel), Actinomycin (Proteinsynthesehemmer),
Trifluoperazin (Calmodulininhibitor), p-Bromphenacylbromid
(Phospholipase Az-Inhibitor) und Clofibrat (Lipidsenker).
Da beim Einsatz dieses Modells im Screening potentieller
Wirksubstanzen in unserem Hause keine Substanz gefunden
wurde, die sich als wirksam erwies, wurden die Arbeiten an
diesem Modell nicht weitergefUhrt.
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2.9 PGE:r und LTC4-Freisetzung aus Makrophagen
2.9. 1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t
Residente Mauc-Peritonealmakrophagen sezernieren bei Stimula-
tion mit opsonisiertem Zymosan neben anderen Arachidonsaure-
Metaboliten des Cyclooxygenase- und Lipoxygenase-Weges auch
das Prostaglandin Ez (PGEz) und das Leukotrien C4 (LTC4), die
aus dem Kulturmedium extrahiert, adsorptionschromatographisch
vorgereinigt und durch Radioimmunoassay quantifiziert werden
kennen. Mit diesem Testsystem lassen sich Substanzen finden,
die die Stimulierung der Makrophagen und/oder die Freisetzung
von PGEz und LTC4 bzw. deren Synthese hemmen. Den von Makro-
phagen gebildeten Prostaglandinen und Leukotrienen kommen so-
wohl bei der Immunantwort als auch bei Entzundungsprozessen
wichtige Funktionen zu.
2.9.2 Material und Methoden
2.9.2.1 Versuchstiere
Mannliche CBA-Mause (Ivanovas, Kisslegg/Allgau), 20-30 9
schwer, werden a 10 Tiere in einem Makrolonkafig gehalten.
Standardfutter (Altromin, Lage) und Wasser werden ad libitum
angeboten.
Raumtemperatur:
Hell-Dunkel-Rhythmus:
Luftwechsel:
2.9.2.2 Puffer
a) PBS-Puffer (10 mmolll, pH 7,4):
NazHP04 x 2 HzO (Merck; Art. 6580) 17,8 gil
NaHzP04 x 2 HzO (Merck; Art. 6346) 13,8 gil
durch Mischen folgender Stammlesungen auf pH 7,4
einstellen:
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Fur Gebrauch (10 mmol/l Phosphatpuffer):
100 ml 0,1 mol/l Na-Phosphatpuffer
+ 8 g NaCI (Merck; Art. 6404)
+ 0,2 g KCI (Merck; Art. 4936)
ad 1000 ml A. dest. pH 7,4
b) ESS-Puffer
a) Stock I
Dextrose
KH2P04
Na2HP04 x 2 H20
(Merck; Art. 8342)
(Merck; Art. 4873)
(Merck; Art. 6580)
10,00 g
0,60 g
2,38 g
A. dest. ad 1000 ml
b) Stock II
CaClz x 2 H20
KCI
NaCI
MgClz x 6 H20
MgS04 x 7 H2~
(Merck; Art. 2381)
(Merck; Art. 4436)
(Merck; Art. 6404)
(Merck; Art. 5833)
(Merck; Art. 5886)
1,86 g
4,00 g
80,00 g
2,22 g
2,00 g
A. dest. ad 1000 ml
Fur Gebrauch:
bei 4 DC aufbewahren
100 ml Stock I
100 ml Stock II
ad 1000 ml A.dest. pH 7,2 - 7,4
2.9.2.3 Reagenzien
a) penicillin/Streptomycin (Flow)
5000 U/ml; 5000 ~g/ml
b) Opsonisiertes Zymosan (OpZ)
Zymosan, Sigma Z-4250
Aus Kaninchenblut wird Serum gewonnen. Pro ml Serum werden
2 mg Zymosan zugegeben und bei 37 DC 30 min inkubiert. Das
Zymosan wird bei 1000 x g 5 min abzentrifugiert und mit
aSS-Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt.
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c) RIA-Kits 125J-PGE2 und 3H- L TC4
NEN, DuPont de Nemours, 6072 Dreieich
d) C1 8- Sa ul en
Waters GmbH No. 51910
2.9. 2. 4 Gewinnung der Makrophagen
Mause werden durch Genickstreckung getotet und die Makropha-
gen mit PBS-Puffer aus der Bauchhohle gesplilt (2x5 ml-Sprit-
ze). Die Zellzahl wird im Coulter Counter (Modell DN, Kapil-
lare 500'~, weipe Zellen, threshold control 25) ermittelt und
die Zellsuspension bei 300 x g 10 min zentrifugiert. Danach
werden die Zellen auf 2 x 10 6 Zellen/ml in Medium 199 (50 ml
Medium 199 + 50 ml steriles Aqua bidest. + 2 ml Penicillin/
Streptomycin) resuspendiert und jeweils 1 ml/well auf eine
24-well-Zellplatte (NUNC) gegeben. Die Makrophagen wachsen
nach 2-2,5 Stunden bei 37 °C und 5 % COz (Brutschrank) an.
Die Uberstande werden danach abpipettiert und verworfen. Die
adharenten Zellen werden mit 1 ml Medium 199 (+ Penicillin/
Streptomycin) zweimal gewaschen.
2.9. 2.5 Durchfiihrung und Auswertung der Untersuchung
Die zu prlifende SUbstanz(10- 7, 10-6 und 10-5 mol/i), gelost in
1 ml Medium 199 (mit Penicillin/Streptomycin) - wenn notig,
vorgelost in Ethanol (0,5 % Endkonzentration) -, wird 1 h mit
den Zellen vorinkubiert, dann wird 3 h ohne bzw. mit opsoni-
siertem Zymosan bei 37 °C und 5 % COz stimuliert. Dabei wird
1 ml opsonisiertes Zymosan (Endkonzentration 0,5 mg/ml) zuge-
setzt. Als Referenzsubstanz dient Indometacin (10-8 mol/i).
Das folgende Schema gibt eine Ubersicht liber die einzelnen
Versuchsansatze:
Flir die Saulenchromatographie wird 1 ml Zeilliberstand auf die
vorbehandelten (3-4 ml HzO, danach 3-4 ml Methanol) C18-Kar-
tuschen gegeben. Die Proben werden mit 3-4 ml Methanol in
Rundkolben (25 ml) eluiert. Das Eluat wird bei 37 °C (Blichi,
Rotavapor) eingedampft und kann, wenn notwendig, einige Tage
bei -20 °C gelagert werden. Die Proben werden in 1 ml RIA-
Puffer aufgenommen. Der Radioimmunoassay mit lZ5J-PGEz oder
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3H-LTC4 wird nach Vorschrift und mit Reagenzien der Fa. NEN
durchgefuhrt.
a) TRACER (bei -20°C):
1:20 fur PGEz oder 1:100 fur LTC4 mit Puffer verdunnen
Pro Substanz: 6 x 100 III
+ Referenz (Indometacin) 2 x 100 III
+ Kontrolle (ohne Substanz) 2 x 100 III
+ Leerwert (ohne OpZ) 2 x 100 III
+ Totalaktivitat 2 x 100 III
+ Blank 2 x 100 III
+ "O"-Standard 2 x 100 III
+ Standard 14 x 100 III
--------------------
32 x 100 III = 3,2 ml
b) Antikorper:
Die Antikorper werden in 13 ml Puffer gelost (PGEz) oder
direkt eingesetzt (LTC4). Die Antikorper-Losung ist bei
4 °C mindestens 2 Monate haltbar.
c) Standard (bei -20 °C) :
Rtlhr- VerdUnnungsschema PGEZ-RIA LTC4-RIA
chen Konz. Konz.
[pg/O,l ml] [ng/O,l mll
a 0,1 ml Standard + 1,9 ml AP* 500 1,6
b 0,1 ml der Ltlsung a + 1,9 ml AP* Z5 0,8
c 0,4 ml der Ltlsung b + 0,6 ml AP* 10 0,4
d 0,4 ml der Ltlsung c + 0,4 ml AP* 5 0,2
e 0,4 ml, der Ltlsung d + 0,4 ml AP* Z,5 0,1
f 0,4 ml der Ltlsung e + 0,6 ml AP* 1,0 0,05
g 0,4 ml der Ltlsung f + 0,4 ml AP* 0,5 O,OZ5
h 0,4 ml der Ltlsung g + 0,4 ml AP* O,Z5
* AP = Assaypuffer
Die Losungen b-h fur PGEz und b-g fur LTC4 werden als
Standards eingesetzt.
d) Puffer:
ist gebrauchsfertig und wird bei 4 °C gelagert
- 80 -
e) Fallungsreagenz:
ist gebrauchsfertig und wird bei 4 DC gelagert
Alle Losungen sollen Raumtemperatur haben.
Die Reagenzrohrchen mussen einzeln beschriftet werden. Von
jeder Probe werden Doppelbestimmungen gemacht.
Es wird folgenderma~en pipettiert:
I. Schema fur die PGEz-Best;immung
RBhr- Puffer Standard Probe Tracer Anti-
chen Nr. kBrper
[fl.l] [fl.l] [fl.l] [fl.l] [fl.l]
"total counts" 1-2 100
Blank 3-4 200 100
"O"-Standard 5-6 100 100 100
Standards 7-20 100 100 100
Proben 21 ... 100 100 100
Zuerst werden Proben, Standards und Puffer pipettiert, danach
Tracer, und es wird gut gemischt. Zuletzt wird das Antiserum
dazu pipettiert und mit einem Schuttler 2-5 sec jede Probe
gemischt.
Die Proben werden uber Nacht 16-24 h bei 2-8 DC inkubiert.
Danach wird zu jeder Probe 1 ml Fallungsreagenz (eiskalt) ge-
geben mit Ausnahme des Ansatzes "Total counts". Es wird gut
gemischt und 20-30 min auf Eis stehengelassen. Nach Zentrifu-
gation bei 4 DC bei 1.000-2.000 x g werden die Proben -
wieder mit Ausnahme von "Total counts" - dekantiert und das
Sediment im Gamma-Counter (LKB 1274 RIA Gamma) gemessen.
Der Gamma-Counter druckt sowohl die Standardkurve als auch
die Konzentrationen (Mittelwert der Doppelbestimmung) an PGE2
aus. Falls die Proben nach dem Aufnehmen des eingedampften
Eluats verdunnt wurden, mu~ dieser Faktor noch berucksichtigt
werden. Hemmung bzw. Stimulation durch Prufsubstanz wird pro-
zentual zur Kontrolle (= 100 %) ausgerechnet.
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II. Schema fur die LTC,,-Besrimmung
Rtlhr- Puffer Standard Probe Tracer Anti-
chen-Nr. ktlrper
[ILl) [ILl) [ILl) [J..Ll) [ILl)
"total counts" 1-2 700 100
Blank 3-4 200 100
"O"-Standard 5-6 100 100 100
Standards 7-20 100 100 100
Proben 21 ••• 100 100 100
Zuerst werden Puffer und danach Tracer wie oben pipettiert
und gut gemischt. Jetzt wird das Antiserum dazugegeben und
wieder jede Probe gemischt (2-5 sec) .
Der Ansatz wird uber Nacht (16-24 h) bei 4-8 °C inkubiert. Am
nachsten Tag werden die Proben auf Eis gesetzt. Zu jeder
Probe - bis auf den Ansatz "total counts" - werden 500 Jll
Kohlesuspension pipettiert und danach 2-5 sec auf dem Schutt-
ler gemischt. Nach 15 min unter Eiskuhlung werden die Proben
bei 4 °C zentrifugiert (100-200 x g, 15 min). Der Ansatz
"total counts" und die jeweiligen Uberstande werden zu 2 ml
Szintillationsflussigkeit dekantiert und im Beta-Counter (LKB
1216 RackBeta II) 2 min gemessen.
Aus den Standardwerten wird eine Kurve (B/Bo uber zugesetztes
LTC4/ng) halblogarithmisch gezeichnet. Hierbei ist
% B/Bo = % B des Standards
% B des "O"-Standards
Fur die Proben konnen die LTC4-Werte in ng/O,l ml abgelesen
werden. Hemmung bzw. Stimulation durch Prufsubstanzen wird
prozentual zur Kontrolle (=100 %) ausgerechnet.
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2.9.3 Ergebnisse und Diskussion
Erste Experimente bestatigten, da~ C. parvum-aktivierte Maus-
Makrophagen nach Stimulation weniger PGEz sezernieren als
residente Makrophagen (Tab. 2.19; siehe auch Scott et al.,
1982).
Daher wurden fUr die weiteren Untersuchungen residente Makro-
phagen benutzt.
Tab. 2.19: Freisetzung von PGEz aus C.-parvum-aktiviertenbzw. residenten Makrophagen der Maus nach Stimula-
tion mit opsonisiertem Zymosan.
Zelltyp
residente Makrophagen
C. parvum aktiviert
PGEZ
[ng/ml/2 x 106 Zellen]
2.07 ± 0.03
1.11 ± 0.05
Es sind Mittelwerte ± Standardabweichung vom
Mittelwert von 3 Bestimmungen angegeben.
In der Folgezeit wurden 140 Substanzen auf Hemmung der PGEz-
Freisetzung aus mit opsonisiertem Zymosan (OpZ-)stimulierten
residenten peritonealen Maus-Makrophagen in vitro geprUft,
wobei einige eine deutliche Aktivitat zeigten (Tab. 2.20),
darunter klassische Inhibitoren der Prostaglandin-Synthese
sowie Substanzen, die in unseren Laboratorien entwickelt
worden waren.
Wie erwartet war Indometacin ein potenter Inhibitor der PGEz-
Freisetzung und hemmte in einem Ex-vivo-Versuch nach 2tagiger
oraler Applikation an Mausen die Makrophagen-PGEz-Freisetzung
mit einer IDso vom 6 mg/kg. Die Substanz 2101/499 steigerte
hingegen die Makrophagen-PGEz-Freisetzung; dieser Effekt
konnte sowohl durch eine zusatzliche Stimulation der Makro-
phagen als auch durch einen Eingriff in den Arachidonsaure-
Metabolismus bedingt sein.
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Tab. 2.20: Wirkung verschiedener Verbindungen auf durch OpZ
stimulierte residente Peritonealmakrophagen der Maus
in vitro. Die Werte sind Mittelwerte aus 3 getrennt
durchgefilhrten untersuchungen. Es sind diejenigen
Konzentrationen angegeben, bei denen die starksten
Effekte auftraten.
Substanz
Indometacin
Ebselen (PZ 51)
2101/499
Konzentration
[mol/I]
% Ver~nderung
in Bezug auf
PGE2
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Nach Etablierung des Radioimmunoassays fUr die Quantifizie-
rung von LTC4 wurde eine Anzahl von Inhibitoren der PGE2-
Bildung bzw. -Sekretion fur die Prufung auf Hemmung der LTC4-
Freisetzung ausgewahlt. Die Ergebnisse, die mit 4 verschie-
denartig wirksamen Verbindungen erzielt wurden, sind in den
Abbildungen 2.20a und b dargestellt. Es ist deutlich zu
sehen, da~ die gewahlten Substanzen unter den Testbedingungen
unterschiedliche Effekte auf die PGE2- und LTC4-Bildung bzw.
-Freisetzung zeigen. Da PGE2 ein Produkt des Cylcooxygenase-
Weges und LTC4 ein Produkt des Lipoxygenase-Weges ist, bietet
dieser Test die Moglichkeit, die Wirkung von Prufsubstanzen
auf die beiden Metabolisierungswege der Arachidonsaure her-
auszufinden und zu vergleichen.
Zu diesem Zweck wurden mehr als 100 Substanzen, hauptsachlich
aus den eigenen Laboratorien, auf Beeinflussung sowohl der
PGE2 - als auch der LTC4-Freisetzung aus Makrophagen gepruft.
Einige dieser Substanzen beeinflu~ten die Eicosanoid-Freiset-
zung deutlich (Tab. 2.21).
- 84 -
z100
o
z
~ 80
fa 60fJ:
~N
(!) 40a.
~
CD
U
z 20 (a)a
E
lD
:E
£;
10-6 10-5
KONZENTRATION [mol/l]
~
o
Z
::l
~
fa
fJ:
~"t ~~ (b)tii
.-u
z
a
E -"'~------lD:E 0 __ BW755C£;
-.--
10-6 10-5 10-4
KONZENTRATION [mol/l]
Abb. 2.20: Hemmung der (a) PGE2- und (b) LTC4-Freisetzung aus
residenten peritonealmakrophagen der Maus durch
BW 755C, Nordihydroguaret saure , Ebselen und
NAT 01-499. Adharente Zellen (2 x 106/ml Medium 199)
wurden 10 min vor der Stimulation mit opsonisiertem
Zymosan (0,17 mg/ml) mit der jeweiligen Testsubstanz
vorinkubiert. Nach Inkubation iiber 3 h bei 37°C
wurden die tJberstande entnommen und PGE wie auch
LTC4 neoh Extraktion mit Hilfe von Sep-Pak-C18-Sau-len durch Radioimmunoassay bestimmt. Die PGEZ- undLTC4 -Spiegel in Gegenwart der Testverbindungen sindin Prozent der Kontrollwerte angegeben. Die Resul-
tate entstammen Doppelbestimmungen aus jeweils 3
getrennten Untersuchungen. So fern mehrere identische
Symbole angegeben sind, wurden die Daten aus ge-
trennten Untersuchungsserien gewonnen.
Aus den Ergebnissen der Tabelle 2.21 wird deutlich, da~ die
Hemmung der PGEZ- und die der LTC4-Freisetzung nicht immer
miteinander korrelieren.
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Tab. 2.21: Prozentuale Hemmung der Eicosanoid-Freisetzung aus
kultivierten Peritonealmakrophagen der Maus.
Substanz % Inhibition bei 10 ~ol/l
PGE2 LTC4
Revlon 5901
NAT 04-159
NAT 02-748
NAT 02-801
NAT 06-123
NAT 06-051
NAT 02-761
NAT 06-484
NAT 04-487
86
75
90
33
86
50
23
- 100
+ 16
+ 13
77
54
74
- 100
+ 36
37
Urn zu eruieren, ob die durch intrapleurale Injektion von Car-
ragenin ausgeloste Pleuritis bei Ratten ein geeignetes In-
vivo-Modell darstellen konnte, in dem die in den beschriebe-
nen In-vitro-Tests wirksamen Substanzen weiter evaluiert wer-
den konnten, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Carra-
genin-Injektion Exsudat-Proben entnommen und der PGE2- und
LTC4-Gehalt mittels Radioimmunoassay bestimmt. Abbildung 2.21
zeigt, da~ die PGE2-Konzentration bereits nach 2 h ein Maxi-
mum erreicht, wahrend maximale LTC4-Konzentrationen erst 24 h
bei weiblichen und nach 48 h bei mannlichen Tieren gemessen
werden konnten.
Zur Korrelierung der in vitro erzielten Ergebnisse mit In-
vivo-Daten wurde als erste Substanz Ebselen in der Carrage-
nin-induzierten Pleuritis an der Ratte geprlift. Bei einer
Dosierung von 100 mg/kg Kopergewicht konnte eine 27 %ige Hem-
mung der PGE2-Freisetzung in das Pleural-Exsudat festgestellt
werden. Da jedoch das Valumen relativ gering ist, wurden wei-
tere Untersuchungen im Modell der Zymosan-induzierten Pleuri-
tis durchgeflihrt.
Da sich bei der Zymosan-induzierten Pleuritis nur die Leuko-
zytenzahl signifikant von der in der CAR-induzierten Pleuri-
tis unterscheidet, stellt dieser methodische Ansatz keine
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Alternative zur Carragenin-induzierten Pleuritis dar
(Tab. 2. 22) .
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2.21: PGEz- und LTC4-Spiegel in Pleural-Exsudaten zu
verschiedenen Zeiten nach intrapleuraler Injektion
von Carragenin. Die Werte stellen Mittelwerte und
mittlere Standardabweichungen aus 5-8 Beobachtungen
unter Berilcksichtigung des Gesamtvolumens des Exsu-
dats dar.
Weitere In-vivo-Versuche wurden nicht durchgeflihrt.
Mittlerweile waren Testsysteme etabliert worden, bei denen
die Bildung von Eicosanoiden durch Leukozyten routinema~ig
mittels HPLC und TLC bestimmt wurde (siehe Kap. 2.12). So
trat die zeitaufwendige und teure Messung der PGEz- und LTC4-
Freisetzung aus Makrophagen mittels Radioimmunoassay in den
Hintergrund, zumal die Substanzen, die in diesem Modell
wirksam waren, zumeist auch inhibitorische Effekte auf die
Bildung von Leukotrienen in Leukozyten hatten (Tab. 2.23).
Daher wurde die PGEz- und LTC4-Freisetzung aus Makrophagen
nur noch als zusatzliches Testsystem betrachtet, mit Hilfe
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dessen die inhibitorischen Effekte von Testsubstanzen auf
verschiedene Zelltypen verglichen werden konnen.
Tab. 2.22: Vergleichende Darstellung von Ergebnissen aus Car-
ragenin (CAR)- und Zymosan-induzierter Pleuritis bei
Wistar-Ratten (Korpergewicht ca. 180 g).
Carragenin Zymosan
Exsudate 1,41 1,76
[m1] ± 0,1 ± 0,16
Leukozyten-Konz. 89,8 56,64*
[x 103/nun3] ± S.E.M. ± 7,6 ± 8,8
PGE2 321,6 410,8
[PG/ml] ± S.E.M. ± 62,5 ± 46,9
* p ::; 0,05 gegen CAR
Tab. 2.23: Vergleichende Darstellung der Hemmeffekte von
Testsubstanzen auf die Freisetzung von LTC4 und PGE2(Bestimmung durch Radioimmunoassay) aus Makrophagen,
auf die Aktivitaten der 5-Lipoxygenase (5-LO) und
Cyclooxygenase (CO) aus Leukozyten (Bestimmung nach
Dilnnschichtchromatographie und auf die Bildung von
LTB4 (LTB4-F) (Bestimmung nach HPLC).
IC50 [J.LIllol/l]
Substanz MO-PGE2 co MO-LTC4 5-LO LTB4-F
Ebselen 20 4 3,6 30 2,7
NAT 01-499 100 50 30 45
NAT 04-159 40 >500 25 130* 10
NAT 06-025 2,3 10
NDGA 6,2 0,7 1,5 1,5
BW 755 C 1 3,2 7 31
BW 540 C 10 2,6 1 10
Piriprost >30 >500 1 35
* zytolytisch
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2.10 Neutrophilen-Aggregation
2.10.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
In Anwesenheit von chemotaktischen Faktoren wie dem peptid
der Struktur Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (FMLP), dem
Komplementfaktor C5a und dem 5-Lipoxygenase-Produkt Leuko-
trien B4 (LTB4) aggregieren neutrophile Granulozyten, wobei
das Ausma~ der Aggregation in einem Aggregometer gemessen
werden kann. Die physiologische Bedeutung dieser Aggregation
liegt moglicherweise im Festhalten der Leukozyten im entztin-
deten Gewebe. Wird die Aggregation in vitro durch das Kal-
zium-Ionophor A23187 ausgelost, so ist sie zu mehr als 95 %
der Wirkung des LTB4 zuzuschreiben (Ford-Hutchinson et al.,
1980). Substanzen, die diese Reaktion hemmen, stellen folg-
lich potentielle 5-Lipoxygenase-Inhibitoren dar, wobei Kon-
trollreaktionen mit FMLP und PAF Aussagen tiber die Spezifitat
der Substanzwirkung moglich machen. Lipoxygenase-Inhibitoren
konnen wertvolle Antiphlogistika sein.
2.10.2 Material und Methoden
2.10.2.1 Puffer
a) PBS-Puffer (10 mmol/l, pH 7,4):
NazHP04 x 2 HzO (Merck; Art. 6580) 17,8 gil
NaHzP04 x 2 HzO (Merck; Art. 6346) 13,8 gil
durch Mischen folgender Stammlosungen auf pH 7,4 einstel-
len:
Ftir Gebrauch (10 mmol/l Phosphatpuffer):
100 ml 0,1 mol/l Na-Phosphatpuffer
+ 8 g NaCl (Merck; Art. 6404)
+ 0,2 g KCl (Merck; Art. 4936)
ad 1000 ml A. dest. pH 7,4
- 89 -
b) BSS-Puffer
a) Stock I
Dextrose
KH2P04
Na2HP04 x 2 H20
A. dest.
(Merck; Art. 8342)10,00 g
(Merck; Art. 4873) 0,60 g
(Merck; Art. 6580) 2,38 g
ad 1000 ml
b) Stock II
CaCl2 x 2 H2O (Merck; Art. 2381) 1,86 g
KCl (Merck; Art. 4436) 4,00 g
NaCl (Merck; Art. 6404) 80,00 g
MgCl2 x 6 H2O (Merck; Art. 5833) 2,22 g
MgS04 x 7 H2O (Merck; Art. 5886) 2,00 g
-----------------
A. dest. ad 1000 ml
bei 4 °C aufbewahren
FUr Gebrauch: 100 ml Stock I
100 ml Stock II
ad 1000 ml A.dest. pH 7,2 - 7,4
2.10.2.2 Reagenzien
a) 5 %iges Dextran
5 g Dextran T 250 (Fa. Roth) /100 ml PBS-Puffer
b) 2,0 %iges BSA
Albumin Bovine (Sigma)
2,0 g Albumin/100 ml PBS-Puffer - bei 4 °C aufbewahren I
c) ACK-Lyse-Puffer
NH4Cl (Merck)
KHC0 3 (Merck)
EDTA (Merck)
A. dest.
8,30 g
1,00 g
0,037 g
ad 1000 ml
bei 4 °C aufbewahren
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2.10.2.3 Aggregationsausloser
a) Ionophor A231S7 (Boehringer, Mannheim) wird als Stammlo-
sung 2,7 x 10- 3 mol/l in DMSO bei -20°C gelagert und als
Ausloser bis 1 x 10-6 mol/l mit PBS verdlinnt.
b) PAF (rac-C16-PAF, NAT 04-216, Nattermann) wird als Stamm-
losung 2,7 x 10- 3 mol/l in DMSO bei -20°C gelagert und
als Ausloser bis 1 x 10-7 mol/l mit PBS verdlinnt.
c) Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (FMLP, Sigma) wird
als Stammlosung 2,7 x 10- 3 mol/l in DMSO bei -20°C gela-
gert und als Ausloser bis 1 x 10-7 mol/l mit PBS verdlinnt.
2.10.2.4 Praparation der Schweineleukozyten
Frisches Schweineblut vom Schlachthof wird 10:1 mit 3,S' %igem
Na-citrat (Merck) versetzt und gut gemischt. In dieser Form
kann das Blut 2 Tage bei Klihlschranktemperatur gehalten wer-
den.
Das Blut wird mit PBS-Puffer 1:5 verdlinnt. Danach werden
40 m1 verdlinntes Blut mit 10 ml Ficoll-Paque (Pharmacia) vor-
sichtig liberschichtet und in einem 50 ml-Falcon-Rohrchen
20 min bei 2000 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Mit Hilfe
einer Wasserstrahlpumpe werden die oberen Schichten bis auf
das Blutsediment abgesaugt. Dieses wird in einen Plastikme~­
zylinder gegeben, mit PBS auf SO ml aufgeflillt, mit 20 ml
5 %igem Dextran T 250 versetzt und gut gemischt. Der Zylinder
wird mit Parafilm verschlossen und ca. 1 h bei Raumtemperatur
stehengelassen. Danach wird der Uberstand in Falcon-Rohrchen
abpipettiert und 10 min bei 1200 U/min ohne Bremse zentrifu-
giert. Der Uberstand wird vorsichtig dekantiert und das Sedi-
ment in 10 ml eiskaltem ACK-Lyse-Puffer aufgenommen. Dieses
wird 5 min in Eiswasser geklihlt, mit PBS-Puffer auf 50 ml
aufgeflillt und nochmals 10 min bei 1200 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wird wieder dekantiert und das Sediment in 1 ml
2 %igem BSA in PBS resuspendiert. zur Zahlung der Zellen wer-
den 20 ~l der zellsuspension in 20 ml isotonischer Kochsalz-
losung gegeben und im Coulter Counter gezahlt (Verdlinnung
1:1000).
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Anzahl Zellen x Verd.
Ansaugvolumen (0,5 ml) Zellen/ml
Zellen/ml
gewUnschte Zellzahl = Volumen zum Resuspendieren
(2 x 107 Zellen/ml)
Die Zellen werden in dem errechneten Volumen von 2 %igem BSA
in PBS-Puffer resuspendiert. FUr den Test wird eine Endkon-
zentration von 10 7 Zellen/ml verwendet.
2.10.2.5 DurchfUhrung und Auswertung des Versuchs
250 ~l BSS-Puffer (vorgewarmt auf 37 °e), 250 ~l Zellsuspen-
sion (2 x 10 7 Zellen/ml) und 20 ~l PBS-Puffer, der die Test-
substanz enthalt - wenn notig in 0,5 % Ethanol oder 0,5 %
DMSO -, werden ca. 4 min bei 37°C und unter Ruhren
(600 U/min) im payton-Doppelkanal-Aggregometer, Modell 300B,
inkubiert. Es werden entweder 20 ~l A23187 (1 x 10-6 mol/l)
oder 20 ~l PAF (1 x 10-7 mol/l) oder FMLP (1 x 10-7 mol/l)
oder 20 ~l PBS (Kontrolle) zugesetzt. Die Testzeit betragt
ca. 20 min, bis ein Maximum auf dem Schreiber erreicht wird.
Die Substanzeffekte werden prozentual zum Kontrollausschlag
in cm (ohne Testsubstanz = 100 %) angegeben. FUr die Drei-
fachbestimmungen werden jeweils verschiedene Zellsuspensionen
eingesetzt.
2.10.3 Ergebnisse und Diskussion
Erste Untersuchungen mit peritonealen Ratten- und Meer-
schweinchen-Neutrophilen hatten als Ergebnis, da~ die durch
das Kalzium-Ionophor A23187 ausgeloste Aggregation bei den
Leukozyten des Meerschweinche?s deutlich besser war als bei
denen der Ratte. Weitere durchgefuhrte Untersuchungen zeigten
jedoch gro~e Variabilitat in der Reaktion von Meerschwein-
chen-Leukozyten auf das Kalzium-Ionophor, wobei haufig eine
maximale Aggregation nicht ausgelost wurde. Durch Variation
der Kalzium-Konzentration tiber den Konzentrationsbereich von
0,6 - 4,8 mmol/l lie~ sich nur die spontane Aggregation stei-
gern, und auch der Wechsel des Tierstammes brachte keine
anderen Ergebnisse. Durch den Lipoxygenase-/Cyclooxygenase-
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Inhibitor NDGA lie~ sich die Aggregation inhibieren, aller-
dings erst bei hohen Konzentrationen (Tab. 2.24).
Tab. 2.24: Hemmung der Kalzium-Ionophor-A23187-induzierten
Aggregation von Meerschweinchenleukozyten (PEL) und
von Schweineleukozyten (PBL) durch Nordihydroguaret-
saure (NDGA). Meerschweinchenleukozyten aus dem
Peri tonealraum wurden 48 h nach Injektion von 3 %
Glykogen gewonnen. Schweineleukozyten wurden aus dem
Blut mittels Zentrifugation im Ficoll-Gradienten
gewonnen. Die Zellen wurden in einer Konzentration
von 1 x 10 7 Zellenlml in Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung mit 0,5 % Rinderserum-Albumin
aufgenommen und mit 2 Ilmoll1 A23187 in einem Payton-
Aggregometer stimuliert. Die Starke der Aggregation
wurde aufgezeichnet. Das Ausma~ der Aggregation in
Gegenwart der Testsubstanzen wurde ausgedriickt in
Prozent der Kontrollwerte. Die Ergebnisse
entsprechen Mittelwerten aus 2-3 Beobachtungen mit
den jeweiligen Spannweiten.
% Inhibition
2 Tages altes
Schweine-PBL
NDGA-
Konz. frisches
[~ol/ll Schweine-PBL
frisches
Meerschwein-
chen-PEL
10 -24 (-41/- 6) -25 (-30/-19)
25 -47 (-65/-14) -53 (-68/-39) -26 (-33/-16)
50 -84 (-86/-83) -79 (-83/-75) -50 (-62/-32)
100 -88 (-93/-83) -86 (-88/-85)
Wurde die Aggregationdurch PAF (10- 7 mol/l) ausgelost, hat-
ten verschiedene potentielle Inhibitoren keine Hemmwirkung
auf die Aggregation: Superoxiddismutase (SOD, 60 U/ml), Kata-
lase (300-3000 U/ml), Prostaglandin E 2 (10-8 - 10-6 mol/l),
Isoprenalin als Sympathomimetikum (10- 7 - 10-5 mol/l) und
Quinacrine als Phospholipase-A2-Inhibitor (5 x 10-7 -
5 x 10-5 mol/l).
1m Gegensatz zu Meerschweinchen-Leukozyten lie~ sich bei
Schweine-Leukozyten die Aggregation gut durch A23187 auslosen
(Abb. 2.22) und starker durch NDGA inhibieren (Tab. 2.24).
Daher wurde die durch A23187 ausgeloste Aggregation von
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Schweine-Leukozyten (PBL) weiteren Untersuchungen mit Refe-
renzsubstanzen unterzogen.
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Abb. 2.22: Aggregation von Schweineleukozyten in Abhangigkeit
von der Konzentration an Kalzium-Ionophor A23187.
Der 5-Lipoxygenase-Hemmer Piriprost (U60,257) erwies sich als
ein relativ schwacher Hemmer der Aggregation; die Substanz
NAT 04-159 zeigte keine gro~e inhibitorische Potenz
(Tab. 2.25), obwohl von ihr bekannt ist, da~ sie relativ
spezifisch die LTB4-Bildung unterdrlickt.
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Tab. 2.25: Hemmung der Kalzium-Ionophor-A23187 (2 ~mol/l)­
ausgelosten Aggregation von Schweineleukozyten aus
Blut (1 x 107 Zellen/ml) durch den 5-Lipoxygenase-
Inhibitor Piriprost und die Verbindung NAT 04-159.
Die Werte sind Mittelwerte aus 5-6 Beobachtungen mit
Standardabweichung vom Mittelwert.
Konzentration Aggregations-Reaktion [em] % der Kontrolle
[mol/l] Piriprost NAT 04-159 Piriprost NAT 04-159
7,41 ± 0,76 8,49 ± 1,75 100 100
3 x 10- 6 6,17 ± 0,87 7,63 ± 2,1 83,3 89,9
1 x 10-5 5,56 ± 0,91 7,68 ± 1,86 75,0 90,5
3 x 10-5 5,00 ± 0,62 6,80 ± 1,18 67,5 80,1
1 x 10-4 n.b. 0,98 ± 0,54 n.b. 11,5
n.b. = nicht bestimmt
Mit einem weiteren selektiven Inhibitor der 5-Lipoxygenase,
REV 5901A, wurden ahnliche Ergebnisse wie mit dem 5-Lipoxy-
genase-Inhibitor Piriprost und NAT 04-159 erzielt. Auch
REV 5901A zeigte keine nennenswerte Inhibition der Aggrega-
tion. So lie~en sich also die Ergebnisse von Ford-Hutchinson
et al. (1980) nicht bestatigen, da~ die durch A23187 ausgelo-
ste Neutrophilen-Aggregation der Wirkung des LTB4 zuzuschrei-
ben ist. Dieser Versuchsansatz wurde daher nicht weiterver-
folgt.
FUr weitere Untersuchungen der Leukozyten-Aggregation wurde
PAF als Ausloser eingesetzt.Dabei erwies sich der PAF-Anta-
gonist Kadsurenon als ein kompetitiver Inhibitor der durch
PAF ausgelosten Leukozyten-Aggregation (Abb. 2.23).
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Abb. 2.23: Dosis-Wirkungs-Kurven des PAF-Rezeptor-Antagoni-
sten Kadsurenon (Kad.) in verschiedenen Konzentra-
tionen far die PAF-induzierte Aggregation von
Schweineleukoz~en. Die Werte sind Mittelwerte aus
3-5 getrennten Untersuchungen mit Standardabwei-
chungen vom Mittelwert.
In Kapitel 2.6 wurde bereits tiber Untersuchungen berichtet,
in denen die Aktivitat von Kadsurenon als PAF-Rezeptor-Anta-
gonist in der PAF-induzierten Chemilumineszenz an Meer-
schweinchen-Makrophagen und in der Aggregation von Neutrophi-
len aus peripherem Schweineblut verglichen wurde. Dabei hatte
sich gezeigt, da~ die Affinitat der Substanz zu den Rezepto-
ren der Leukozyten, die mit Hilfe der Aggregation bestimmt
worden war, 100fach schwacher war als die zu den Rezeptoren
der Makrophagen. DarUberhinaus wurde mit NAT 05-333 ein wei-
terer kompetitiver Inhibitor gegenUber der PAF-induzierten
Neutrophilen-Aggregation gefunden, der eine konzentrations-
abhangige Wirkung zeigt (Abb. 2.24).
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Abb. 2.24: Dosis-Wirkungs-Kurven fur die PAF-induzierte
Aggregation von Schweineleukozyten (PBL) in Abhan-
gigkeit von NAT 05-333 in den Konzentrationen
1 x 10-5 mol/1 ("'),3,2 x 10-5 mol/1 (0) und
1 x 10-4 molll ( II ). Die Kontrollkurve ( • ) wurde
in Abwesenheit von NAT 05-333 ermittelt. Die Werte
sind Mittelwerte aus 8-14 Einzelbeobachtungen (fur
die Kontrolle) und 4-6 Einzelbeobachtungen in Gegen-
wart von NAT 05-333 einschlie[31ich der Standardab-
weichungen vom Mittelwert.
Urn das Modell der Neutrophilen-Aggregation als Testsystem fur
die Auffindung von PAF-Antagonisten zu validieren, wurden
weitere bekannte PAF-Antagonisten gepruft und aus den Dosis-
Wirkungs-Kurven die pAz-werte ermittelt (Tab. 2.26). Unter
Standardbedingungen (10- 7 molll PAF) zeigte BN 52021 keine
Hemmwirkung, wahrend SRI 62119 (10-5 mol/l) und L-652,731
(10- 6 mol/l) Inhibitionen von 61 bzw. 44 % aufwiesen.
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Tab. 2.26: pA2-Werte fur verschiedene PAF-Antagonisten, er-
mittelt aus den Dosis-Wirkungs-Kurven der PAF-indu-
zierten Aggregation von Schweineleukozyten aus Blut,
sowie die prozentuale Hemmung der Aggregation bei
einer PAF-Konzentration von 10- 7 mal.I L und einer
Konzentration der Antagonisten von 10- 6 molll.
Antagonist pA2-Wert % Inhibition
Kadsurenon 5,90 (± 0,454) (n=4) - 55
BN 52021 5,30 (± 0,499) (n=8) + 8
SRI 63119 5,78 (± 0,248) (n=7) - 12
L-652,731 6,91 (± 0,168) (n=10) - 44
Alprazolam 5,90 (± 0,261) (n=9) + 9
Das Modell der PAF-induzierten Neutrophilen-Aggregation
konnte somit als exzellentes Modell zur Auffindung von PAF-
Antagonisten etabliert werden.
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2.11 Inhibition derArachidonsaure-Freisetzung
2.11.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei 1;
Nach ihrer Freisetzung aus den Membran-Phospholipiden ffihrt
die durch die Enzyme Cyclooxygenase und 5-Lipoxygenase kata-
lysierte Oxidation der Arachidonsaure zu den Prostaglandinen
und Leukotrienen, die als Mediatorsubstanzen gro~e Bedeutung
bei Entzfindung, Schmerzentstehung, Allergie und Bluthochdruck
haben. Eine Moglichkeit, die Entstehung dieser pathophysiolo-
gisch bedeutsamen Mediatoren zu verhindern, ist die Hemmung
der membrangebundenden Phospholipase Az (PLAz), welche nach
ihrer Aktivierung die Freisetzung der Arachidonsaure aus Mem-
bran-Phospholipiden katalysiert.
In Rattenendothelzellen wird die Arachidonsaure nach Freiset-
zung fiber die Cyclooxygenase zu Prostacyclin und Prostaglan-
din Ez (PGEz) oxidiert. Nach 24stfindiger Inkubation dieser
Zellen mit 14C-markierter Arachidonsaure befindet sich diese
Fettsaure fast quantitativ in der Phospholipidfraktion dieser
Zellen und kann durch einen geeigneten Stimulus (z.B. PAF,
Thrombin, Kalziumionophor A23187) freigesetzt werden. Sub-
stanzen mit direkter oder indirekter PLAz-hemmender Wirkung
vermindern die Freisetzungsrate, die sich mit Hilfe des HPLC
und eines Radiodetektors fiber die freie Arachidonsaure und
das entstandene PGEZ und 6-K-PGF1~ - das Zerfallsprodukt des
instabilen prostacyclins - messen la~t.
Das Prfifsystem "Arachidonsaurefreisetzung aus Endothelzellen"
erlaubt auch die Auffindung von indirekt wirkenden PLAz-Inhi-
bitoren wie den Glucokortikoiden. Antiinflammatorisch wir-
kende Steroide induzieren die Biosynthese eines Proteins (Li-
pocortin) mit PLAz-hemmenden Eigenschaften. Die Wirkung sol-
cher Substanzen la~t sich daher erst nach langerer Vorin-
kubationdauer (> 5 h) in Endothelzellen nachweisen.
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2.11.2 Material und Methoden
2.11.2.1 Reagenzien
Als Substrat wird (1_14C)-Arachidonsaure (spez. Akt.
54,5 Ci/mol) von NEN (Dreieich) verwendet. AIle weiteren
benutzten Chemikalien hatten p.a.-Qualitat.
Die zu untersuchenden Prlifsubstanzen werden in Ethanol oder
PBS gelost (Stammlosung 2 mmol/l) und bei einer Endkonzentra-
tion von 20 ~mol/l geprlift.
2.11.2.2 Kulturmedien und Losungen
1. Minimum Essential Medium,
nach Dulbecco (DMEM, Boehringer Mannheim Nr.210048)
DMEM Pulverkonzentrat (flir 5 I Medium)
+ 18,5 g NaHC03
+ 0,5 g $treptomycinsulphat
+ 0,3 g Penicillin G (500000 IU)
wird mit bidest. Wasser auf 5 I aufgeflillt und nach
15-30 minlitigem Rlihren sterilfi1triert (Filter 0,2 ~m,
Schleicher & Schlill, Nr.401352).
Nicht essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach konzentriert,
Boehringer Mannheim) werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zuge-
setzt.
Fotales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene Chargen) wird
zur Inaktivierung von Proteasen 2 h bei 56°C hitzeinaktiviert
und vor Gebrauch 10 % (v/v) dem Fllissigmedium zugefligt.
Als DMEM-Medium wird im folgenden grundsatzlich das Nahrme-
dium einschlie~lich NaHC03, NEAA und Antibiotika bezeichnet.
Der Zusatz von FKS wird gesondert aufgeflihrt.
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2. Phosphate buffered saline (PBS):
8,0 g NaCI
0,2 g KCl
1,15 g NaZHP0 4
0,2 g KHzP0 4
werden mit bidest. Wasser auf 1 I aufgefullt, der pH-Wert
betragt 7,0.
3. Trypsinlosung
100 ml 0,25 %ige Trypsinlosung (Flow, Nr.1689454) wird mit
7 ml einer 1 %igen EDTA-Losung (in sterilem PBS-Puffer)
versetzt.
2.11.2.3 Anlegen einer Kaninchenaorten-Primarkultur
Ein ca. 5 cm langes Aortensegment wird aus dem thorakalen
Bereich frisch entnommen und die Blutreste durch intensives
Waschen in PBS entfernt. Fettgewebe Gewebe wird mittels eines
sterilem Skalpells entfernt, die Aorta nach erneuten Waschen
in PBS mittels einer hei~sterilisiertenSchere (2 h, 180 DC)
in ca. 5 mm 2 gro~e Stucke geschnitten und 24 h mit DMEM/I0 %
FKS/Dispase I (1 U/ml, Boehringer Mannheim, Nr. 210455) bei
37 D im Brutschrank inkubiert. Das Medium wird anschlie~end
bei 2000 Upm abzentrifugiert (Labofuge 6000), das verblei-
bende Pellet einmal mit DMEM gewaschen und nach Zugabe von
DMEM/I0 % FKS erneut im Brutschrank 24 h inkubiert. Die nicht
von der Dispase abgebauten Gewebsreste werden abgesaugt und
die adharenten Kaninchenaortenzellen bis zur Konfluenz kulti-
viert.
2.11.2.4 Subkultivierung der Kaninchenaortenzellen
AIle Arbeitsgange erfolgen unter sterilen Bedingungen
(Sterilwerkbank, sterile Verbrauchsware, Pipetten)
- das Medium wird abgesaugt
- 2 ml Trypsinlosung wird zusetzt (NUNC-Petrischalen,
d=10 cm, Nr.150350
Nach 5 min bei 37 DC wird die Zellsuspension in ein Zentri-
fugenrohrchen pipettiert, in dem 2 ml DMEM/I0 % FKS vorge-
legt waren
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- es wird bei 2000 Upm zentrifugiert (Labofuge 6000,
Heraeus i. 1 min
der Uberstand wird abgesaugt, und das Zellpellet wird in
5 ml DMEM/10 % FKS suspendiert
- die Zentrifugation wird bei gleiehen Bedingungen wiederholt
- der Uberstand wird absaugt, das Zellpellet wird in 5 ml
DMEM/10 % FKS aufgenommen und auf flinf neue Petrisehalen,
die jeweils 10 ml DMEM/10 % FKS enthalten, verteilt
- Um die Kaninehenaortenzellen einzufrieren, wird das Zell-
pellet in 1 ml DMEM/10 % FKS/10 % DMSO suspendiert und in
eine Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettiert und in fllissigem
Stiekstoff tiefgefroren
2.11.2.5 Markierung von Rattenendothelzellen ndt
1-14C-Arachidonsaure
Rattenendothelzellen-Monolayer (NUNC Petrisehale, d = 10 em)
werden 16 h in DMEM/10 % FKS mit 1-14C-Araehidonsaure
(54,5 Ci/mol, 0,03 ~Ci/ml) inkubiert, um die markierte Ara-
ehidonsaure in die Phospholipide der Zellen zu integrieren.
Naeh 16 h wird zu einem Teil der Zellen die Prlifsubstanz,
gelost in Ethanol (Endkonzentration 10 ~ol/l), und zu dem
anderen Teil die gleiehe Menge Ethanol dazugegeben. Naeh wei-
teren 4 h wird das Medium abgesaugt, die Zellen werden mit
Trypsinlosung abgelost und zweimal in 10 ml PBS gewasehen, urn
die libersehlissige markierte Araehidonsaure zu entfernen. Am
Sehlu~ werden die Zellen von 5 Sehalen jeweils in 2 ml PBS
suspendiert (ca. 2 x 10 6 Zellen/ml).
2.11.2.6 Inkubation und Extraktion
Die Araehidonsaurefreisetzung wird dureh Zugabe von 20 ~l
CaCI 2, gelost in PBS (200 mmol/l, Endkonzentration 2 mmol/l),
und 10 ~l Kalziumionophor A 23587 gelost in Ethanol
(1,2 mmol/l, Endkonzentration 6 ~mol/l) gestartet. Alternativ
zurn Kalziumionophor A23587 wird PAF bei gleieher Konzentra-
tion verwendet.
Naeh 15 min wird die Inkubation dureh Zugabe von 0,525 ml
1 %ige Ameisensaure gestoppt; die Reaktionsprodukte werden
naeheinander mit 5 ml Chloroform/Methanol (1:1) und 2 ml
Chloroform extrahiert. Die organisehen Phasen werden am Rota-
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tionsverdampfer eingedampft, der RUckstand im Laufmittel
(60 ~l) gelost und direkt in das HPLC-System injiziert.
2. 11. 2. 7 HPLC-Analyse
HPLC-System:
Saule:
Laufmittel:
Flu(3rate:
Hewlett Packard 1084 B
Lichrosorb RP18, 10 ~m, 250 rom x 4 rom (Merck,
Darmstadt)
Laufmittel A: Acetonitril/Wasser/Phosphorsaure
(300:700:0,2, v/v);
Laufmittel B: Acetonitril/phosphorsaure
(1000: 0,2, v/v);
Von 0 - 15 min betragt der Anteil von Lauf-
mittel B 10 %; von 15 - 25 min steigt der
Anteil von Laufmittel B in einem linearen
Gradienten von 10 % auf 95 %
1,5 ml/min
Radioaktivitatsmonitor: LB 505, Berthold, Wildbad
2.11.2.8 Auswertung
Die freigesetzte Arachidonsaure (Summe aus 14C-Arachidonsaure
und 14C-6-Keto-PGF1~) wird auf eine Kontrollinkubation mit
20 ~l PBS und 10 ~l Ethanol ohne CaClz und Kalziumionophor
bezogen. Die Wirkung einer Substanz wird einmal nach 6 h,
Vorinkubation zum anderen nach 5 min Vorinkubation von 10 ~l
PrUfsubstanz, gelost in Ethanol (Endkonzentration 10 ~mol/l),
bestiromt.
2.11.3 Ergebnisse und Diskussion
Dieses Testsystem wurde primar als "second stage"-Modell zur
Aufklarung des Wirkmechanismus von Substanzen mit antiinflam-
matorischer Aktivitat etabliert, kann jedoch auch fUr das
Substanzscreening verwendet werden. Da in unserer Forschung
keine antiphlogistischen Substanzen entwickelt wurden, deren
Wirkung dieser Mechanismus zugrunde liegt, wurde dieses
Testsystem nicht zum Grundscreening eingesetzt. Nach der
Validierung mit Referenzsubstanzen (Tab. 2.27) wurde dieser
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Test flir die nahere Charakterisierung von Substanzen verwen-
det, allerdings konnten keine wirksamen Verbindungen gefunden
werden. Bei den durchgeflihrten Untersuchungen wurde sowohl
mit PAF als auch mit Kalziurnionophor A23187 die Ara-
chidonsaurefreisetzung induziert, da die PAF-induzierte Ara-
chidonsaurefreisetzung auch durch PAF-Antagonisten gehemmt
wird. AIle Substanzen wurden sowohl nach Sminlitiger als auch
6stlindiger Vorinkubation mit der Testsubstanz geprlift, urn
eine steroidahnliche indirekte Wirkung der Substanzen mitzu-
erfassen. In Tabelle 2.27 wird deutlich, da~ Dexamethason im
Gegensatz zu den librigen Referenzsubstanzen liber einen indi-
rekten Mechanismus wirkt, da eine Hemmung der Arachidonsaure-
Freisetzung erst nach 6stlindiger Vorinkubation stattfindet.
Antiinflammatorisch wirkende Steroide wie Dexamethason indu-
zieren die Biosynthese eines Proteins (Lipocortin), das dann
die Phospholipase Az und somit die Freisetzung der Arachidon-
saure aus den Membranen hemmt.
Tab. 2.27: Hemmung der Arachidonsaure-Freisetzung aus Ratten-
Endothelzellen.
SUBSTANZ Inhibition des Arachidons~ure-Sekretion rZJ
6 h Vorinkubations-
zeit
5 min Vorinkubations-
zeit
Dexamethasona
Chloroquina
Mepacrina
Aristolochiass~ureb
65
2
5
10
o
32
38
45
a bei einer Konzentration von 10 ~ol/l
b bei einer Konzentration von 100 ~ol/l
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2.12 Inhibition des 5-Lipoxygenase-Weges in Granulozyt;en
2.12.1 Prinzip des Testverfahrens und Anssagemoglichkeit
Nach Inkubation von Schweinegranulozyten-Homogenaten mit
l4 C-Ara chidonsaure werden die radioaktiv markierten Oxida-
tionsprodukte aus dem Reaktionsansatz extrahiert, mittels der
Hochdruckfllissigkeits-Chromatographie (HPLC) getrennt und mit
Hilfe eines UV- bzw. Radiodetektors quantifiziert. Die Ara-
chidonsaure wird in Schweinegranulozyten hauptsachlich liber
die 5-Lipoxygenase zu 5-HETE und Leukotrien B4 (LTB4) oxi-
diert. LTB4 hat in vitro eine enorme chemotaktische Wirkung
auf Leukozyten und spielt wahrscheinlich eine besondere, im
Detail noch nicht geklarte Rolle bei Entzlindung und allergi-
schen Reaktionen.
2.12.2 Material und Methoden
2.12.2.1 Reagenzien
Als Substrate werden 1-l 4C-Arachidonsaure (spez. Aktivitat:
54,5 ci/mol) von NEN (Dreieich), Arachidonsaure (99 % rein)
und zur Heromung der 12-Lipoxygenase 5,8,11,14-Eicosatetrain-
saure von Hoffmann LaRoche (Grenzach-Wyhlen) verwendet. AIle
weiteren benutzten Chemikalien sollten p.a.-Qualitat haben.
Die zu untersuchenden Prlifsubstanzen werden in Ethanol oder
Phosphat-Puffer (Lasung 5) gelost (Staromlosung 2 romol/l) und
bei einer Endkonzentration von 20 ~mol/l geprlift.
2.12.2.2 Herstellung der Rattenplasmaextrakte
Bei der Ex-vivo-Prlifung werden Plasma-Extrakte von mit der
Prlifsubstanz behandelten Ratten eingesetzt. Mannliche Wistar-
Ratten werden liber Nacht nlichtern gesetzt. Die Substanzen
werden in Tylose-Suspension per Schlundsonde oral verab-
reicht. Das Blut (5 ml) wird nach 3 h aus der Vena cava ent-
noromen und sofort mit 0,5 ml Liquemin-Lasung versetzt. Dann
wird das Blut bei 6.000 x g 10 min lang bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Plasma (ca. 3 ml) wird von den sedimen-
tierten Blutzellen getrennt, 1,5 ml davon mit 0,5 ml Lasung 4
verdlinnt und liber eine C18 Bond-Elut Saule (iet Handelsge-
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sellschaft, Frankfurt) gegeben. Die Saule wird vorher mit
2 ml Methanol und 2 ml destilliertem Wasser vorbehandelt. Das
Eluat wird aufgefangen (Volumen 1). Die Saule wird dann mit
3 ml destilliertem Wasser gewaschen, und danach werden die
Produkte mit 2 ml Methanol eluiert (Volumen 2). Volumen I
wird mit 300 ~l HCI (1 mOl/I) angesauert und liber eine Saule
gegeben, welche mit 2 ml Methanol und 2 ml saurem Wasser
(pH 2,0) vorbehandelt wurde. Die Saule wird mit 6 ml saurem
Wasser gewaschen, die Produkte werden mit 6 ml Methanol
extrahiert (Volumen 3). Volumen 2 und Volumen 3 werden
gepoolt und eingedampft, der Rlickstand wird in 25 ~l Ethanol
gelost und anstelle der Testsubstanz in vitro auf Hemmung der
Enzyme des 5-Lipoxygenaseweges geprlift (siehe 2.12.2.5.).
Abbildung 2.25 zeigt schematisch die Methode zur Gewinnung
dieser Plasmaextrakte.
2.12.2.3 Puffer und Losungen
1. NaCI-Losung (0,95 % w/w) mit 3,8 % (w/w) Na-Citrat und
Liquemin (50.000 Units/I, Hoffmann-LaRoche, Grenzach-
Wyhlen)
2. NaCI-Losung (0,95 %, w/w) mit 6 % (w/w) Dextran T-500
(Pharmacia, Freiburg)
3. HBSS-Puffer (Tris/HC1, 14,5 romol/l, pH 7,6; 0,1 % w/w was-
serfreie D-Glucose; 5 ~mol/I CaCIz; 98 ~ol/l MgCIz;
0,54 romol/l KCI; 0,14 mol/l NaCl) mit 0,38 % (w/w) Na-
Citrat
4. Tris/HCI-Puffer (17 romol/l, pH 7,2) mit 0,17 % (w/w) NH4CI
5. Phosphat-Puffer (10 romol/l, pH 7,4) mit 0,95 % (w/w) NaCI
2.12.2.4 Isolierung der Schweinegranuloz~en
Das Schweineblut zur Isolierung der Granulozyten wird frisch
geschlachteten Hausschweinen auf dem Schlachthof entnoromen.
Das Blut (1,8 1) wird in einem 2-1-Kunststoffgefa~aufgefan-
gen und mit 200 ml Losung 1 vermischt. Zur nachfolgenden
Sedimentation der Erythrozyten wird das Blut (2 1) innerhalb
1 h in einem Kunststoff-Me~zylinderzu 400 ml Losung 2 gege-
ben. Die Sedimentation und alle weiteren Schritte der Zell-
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isolierung erfolgen bei Zimmertemperatur. Nach 1 h Sedimenta-
tionsdauer wird der tiberstand vorsichtig von den sedimentier-
ten Erythrozyten getrennt und 10 min bei 500 x 9 zentrifu-
giert. Nach der ersten Zentrifugation befindet sich der
gro~te Teil der Thrombozyten im tiberstand. Das Sediment ent-
halt Granulozyten, wenige Monozyten und die restlichen Ery-
throzyten. Der tiberstand wird verworfen, das Pellet vor-
sichtig in Losung 3 suspendiert und erneut zentrifugiert.
Danach erfolgt die Lysis der restlichen Erythrozyten durch
osmotischen Schock in 200 ml Losung 4 (Inkubationsdauer:
5 min). Nach einer erneuten Zentrifugation werden die Zellen
in Losung 2 suspendiert, zentrifugiert und noch zweimal mit
Losung 5 gewaschen. Der Zelltiter wird mit Hilfe eines Coul-
ter Counter (Coulter Electronics Ltd., Harpenden Herts, Eng-
land) bestimmt und mit Losung 5 auf 1 x 108 Zellen/ml einge-
stellt. Mit Hilfe der Trypanblau-Vitalfarbung (1,8 ml Trypan-
blau-Losung, Boehringer, Mannheim, + 3,0 ml Losung 6 + 0,2 ml
Zellsuspension) wird die Vitalitat der Zellen UberprUft
(Thoma-Zahlkammer, Brand, Wertheim). Der prozentuale Anteil
vitaler Zellen sollte gro~er als 95 % sein.
Ole Substanzen Nerden den Ratten
oral verabrelcht
Hach drel Stunden Nerden die Ratten
getOtet, und das Blut Nird aus der
Vena cava entnouen
Das Plas.a Nlrd !sollert und extrahiert
Die Plas.aextrakte Nerden In den
etabllerten Screenlng.odellen getestet
Abb. 2.25: Schematische Darstellung der Arbeitsgange zur
Isolierung von Plasmaextrakten aus Ratten, denen
Priifsubstanzen verabreicht worden waren.
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2.12.2.5 Inkuba~ion und Ex~rak~ion
Vor der Inkubation werden die Granulozyten ultrabeschallt
(Branson Sonifier, 1 min, 40 W, 4°C). 500 ~l Granulozyten-
Homogenat werden dann mit Losung 5 auf 2,355 ml aufgeflillt
und erwarmt (25°C). CaCl z und ATP werden in 25 ~l bezw.
50 ~l Losung 5 dazugegeben (Endkonzentration 2 romol/l). 25 ~l
der Substanzstaromlosung oder eines Plasmaextraktes und 25 ~l
5,8,11,14-Eicosatetrainsaure (ETYA, gelost in Ethanol, End-
konzentration 4 ~mol/l) werden 3 min bei 25°C mit den Granu-
lazyten vorinkubiert. Die Inkubation (5 min, 37°C) wird
durch Zugabe von 20 ~l 1-14C-Arachidonsaure (54,5 Ci/mol,
insgesamt 0,2 ~Ci) in Ethanol gestartet. Die Endkonzentration
an Ethanol sollte nie gro~er als 4 % bei einem Inkubationsvo-
lumen von 2,5 ml sein.
Zur Inkubation von ganzen Zellen wird nach Zugabe von 25 ~l
CaClz-Losung (Endkonzentration 2 romol/l) die Granulozyten-
Suspension (2,425 ml) auf 25°C erwarmt. Der Inhibitor (in
25 ~l Losung 5 oder Ethanol, Endkonzentration 100 ~mol/l) und
25 ~l 5,8,11,14-Eicosatetrainsaure (ETYA gelost in Ethanol,
Endkonzentration 4 ~mol/l) wird 3 min bei 25°C mit den Gra-
nulozyten vorinkubiert. Die Inkubation (5 min, 37°C) wird
durch Zugabe von 10 ~l Arachidonsaure in Tris-Puffer
(0,2 mol/I, pH 9,5), 10 ~l (1_14C)-Arachidonsaure
(54,5 Ci/mol, i~sgesamt 0,1 ~Ci) in Ethanol und 5 ~l Calcium-
Ionophor A23187 in Ethanol gestartet. Die Endkonzentrationen
betragen 50 ~mol/l fUr die Arachidonsaure und 6 ~mol/l fUr
das Calcium-Ionophor A23187. Die Endkonzentration an Ethanol
sollte 4 % nicht libersteigen bei einem Inkubationsvolumen von
2,5 mI.
Die Inkubationen werden durch Zugabe von 0,525 ml 1 %ige
Ameisensaure gestoppt; die Reaktionsprodukte werden nachein-
ander mit 5 ml Chloroform/Methanol (1:1) und 2 ml Chloroform
extrahiert. Die organischen Phasen werden am Rotationsver-
dampfer eingedampft, der Rlickstand im Laufmittel (60 ~l) ge-
lost und direkt in das HPLC-System injiziert.
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2.12.2.6 HPLC-Analyse
HPLC-System:
Saule:
Laufmittel:
FI uj3rclte :
Hewlett Packard 1084 B
Lichrosorb 60, 7 ~m, 250 mm x 4 mm (Merck,
Darmstadt)
Laufmittel A: n-Hexan/MethanoI/2-Propanol
(972:18:10, v/v);
Laufmittel B: n-Hexan/MethanoI/2-Propanol
(972:18:70, v/v); die Laufmittel enthalten
0,1 % Essigsaure und 0,02 % Wasser;
Von 0-12 min betragt der Anteil von Lauf-
mittel B 15 %; von 12-27 min stieg der Anteil
von Laufmittel B in einem linearen Gradienten
von 15 % auf 95 %.
2 ml/min
Radioaktivitatsmonitor: LB 505, Berthold, Wildbad
2. 12. 2. 7 Auswert:ung
Mit Hilfe der hier verwendeten HPLC-Analyse konnen die radio-
aktiv markierten Produkte 5-HETE, LTB4 und LTB4-Isomere ge-
trennt und quantitativ erfaj3t werden. Die Summe der Peak-
flachen dieser Produkte bezogen auf die Gesamtradioaktivitat
reprasentieren die Aktivitat des Enzyms 5-Lipoxygenase. Wird
die 5-Lipoxygenase nicht beeinfluj3t, so kann eine LTA4-Hydro-
lase-Hemmung durch die Verminderung der LTB4-Produktion
zugunsten der durch nicht-enzymatische Hydrolyse aus LTA4
entstehenden LTB4-Isomere gemessen werden.
2.12.3 Ergebnisse und Diskussion
Dieses Testsystem dient der Auffindung von 5-Lipoxygenase-
bzw. LTA4-Hydrolase-Inhibitoren. Abbildung 2.26 zeigt die
Chromatogramme aus einer Screeninguntersuchung mit RP 62380.
Das Kontrollchromatogramm zeigt, daj3 die Arachidonsaure von
den Zellen zu 5-HETE, LTB4 und geringen Mengen von LTB4-6-
trans-Isomeren verstoffwechselt wird. AIle diese Produkte
lassen sich mit dem entwickelten HPLC-System problemlos tren-
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nen. RP 62380, als Beispiel einer Substanz mit selektiven
LTA4-Hydrolase-hemmenden Eigenschaften, bewirkt eine Hemmung
der vom LTA4 ausgehenden Biosynthese des LTB4 zugunsten der
nicht-enzymatisch aus LTA4 entstehenden LTB4-6-trans-Isomere.
Im Umfeld von NAT 04-159, einem selektiven, aber recht
schwachen Inhibitor der LTA4-Hydrolase (Kuhl et al., 1986b),
wurde versucht, in vitro auf LTA4-Hydrolase-hemmende Eigen-
schaften hin zu optimieren. Die Bilanz der durchgefUhrten
Untersuchungen sieht folgenderma~en aus: Insgesamt wurden von
dieser Substanzgruppe 211 Substanzen in vitro bei 20 ~mol/l
untersucht. FUr die 21 Verbindungen, die die LTB4-Biosynthese
wie RP 63280 zu mehr als 70 % hemmten, wurde der ICso-Wert
bestimmt. Neun Substanzen mit ICso-Werten unter 8 ~mol/l wur-
den ex vivo untersucht. Die 3 Substanzen mit erfolgsver-
sprechender Ex-vivo-Wirksamkeit wurden dann im Tierversuch
auf ihre In-vivo-Wirksamkeit geprUft. Tabelle 2.28 zeigt die
ICso-Werte der 21 bisher besten Substanzen aus dieser Sub-
stanzgruppe. Zusatzlich sind die Ex-vivo- und die In-vivo-
Wirkungen - soweit sie bestimmt wurden - fUr diese "In-vitro-
Spitzenreiter" angegeben. Tabelle 2.28 zeigt, da~ die in
vitro aktivsten Substanzen auch Ex-vivo-Wirksamkeit besitzen,
wahrend sle in dem verwendeten EntzUndungsmodel1 nur eine
moderate Wirksamkeit zeigten. Bei dem von uns zum Nachweis
der in vivo entzUndungshemmenden Wirkung herangezogenen In-
vivo-Modell (Cobra-Venom-Faktor(CVF)-induziertes Rattenpfo-
ten6dem) dUrfte LTB4 nur zum Teil fUr die Ausbildung der Ent-
zUndungssymptome verantwortlich sein. Das erklart, warum auch
bei einer mutma~lich vollstandigen Hemmung der LTB4-Biosyn-
these in vivo nur eine teilweise Hemmung der Odembildung
ereicht werden konnte.
Das Screening dieser Substanzgruppe macht jedoch deutlich,
wie ein vorgeschaltetes In-vitro-Screening die Zahl der Tier-
versuche auf ein notwendiges Minimum einschranken kann und
noch zusatzlich den Aufwand an Kosten und Zeit zum Auffinden
einer geeigneten Entwicklungssubstanz reduzieren hilft.
Bei Ebselen und Ebselen-ahnlichen Substanzen handelt es sich
urn Verbindungen mit 5-HETE und LTB4-isomerisierenden Eigen-
schaften (Kuhl et al., 1986b). Abbildung 2.27 zeigt HPLC-
Chromatogramme, welche die Wirkung von Ebselen bei einer Kon-
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zentration von 10 ~mol/l auf die Produkte des 5-Lipoxygenase-
Stoffwechselweges deutlich machen. Bei dieser Konzentration
wird die Bildung von 5-Lipoxygenase-Produkten insgesamt nur
schwach gehemmt. Dagegen werden die biologisch aktiven Pro-
dukte 5-HETE und LTB4 zu den biologisch inaktiven trans-Iso-
meren isomerisiert. Abbildung 2.28 zeigt die dosisabhangige
Umwandlung von LTB4 in eines der normalerweise durch nicht-
enzymatische Hydrolyse aus LTA4 entstehenden LTB4-6-trans-
Isomeren.
Tab. 2.28: Vergleich der Wirkungen von Prtifsubstanzen auf die
LTA4-Hydrolase-Aktivitl1t in vitro mit den Wirkungen
von Plasmaextrakten behandelter Ratten und den
Effekten im CVF-induzierten Rattenpfotenodem.
Experimentelle Details siehe: 2.12.2.2 - 2.12.2.7.
Substanz
RP 65316
RP 63951
RP 64966A
RP 62380
RP 64485A
RP 63986
RP 64122
RP 62392
RP 64779
RP 62575
RP 62394A
RP 64496
RP 65194A
RP 63950
RP 64963
RP 65206
RP 64720
RP 64964
RP 64497
RP 63985
RP 62393A
LTA4-Hydro1ase LTA4-Hydro1ase CVF-induziertes pfoten-
Odem Ratte p.o.
in vitro ex vivo in vivo
IC50 100 30 5 100
(llJIlo1/1] (mg/kg] (mg/kg] p.o.
0,9 -31 -15 -29 n.b.
1,5 -80 -69 -27 -35
1,5 -73 -54 -39
-
8
2,9 -82 -44 0 -10
2,8 -19 -19
-
4 nv b ,
3,4 0 0 0 n.b.
5,0 -27 -24 - 2 n.b.
6,2 -13 -2 0 n.b.
7,2
-
7 0 -22 n.b.
3,0 n.b. n.b.
3,5 n.b. n.b.
6,3 n.b. n.b.
6,2 n.b. n.b.
7,0 n.b. n.b.
7,8 n.b. n.b.
9,7 n.b. n.b.
9,1 n.b. n.b.
9,2 n.b. n.b.
9,6 n.b. n.b.
10,0 n i b , n.b.
15,0 n.b. n.b.
n.b. = nicht bestimmt
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Abb. 2.26: Hemmung der LTA~-Hydrolase aus Schweinegranulozy-
ten durch RP 63280: SP-HPLC-Trennung der Produkte
einer 5miniltigen Inkubation von Schweinegranulozy-
ten-Homogenat mit 14C-Arachidonsaure in Abwesenheit
(A) und Anwesenheit (B) von 20 ~mol/l RP 62380. Die
einzelnen Arachidonsaure-Metabolite wurden durch
Cochromatographie nicht markierter Standard-Substan-
zen identifiziert.
Abbildung 2.29 zeigt den Versuch, von 42 der insgesamt 935
gepruften Verbindungen die In-vitro-Wirkungen mit den Effek-
ten im Cobra-Venom-Faktor-induzierten Rattenpfotenodem zu
korrelieren. Der Grund fur die fehlende Korrelation zwischen
In-vitro- und In-vivo-Ergebnissen fur diese Substanzklasse
ist in der vollstandigen Metabolisierung der Substanzen nach
oraler Applikation zu suchen, wie nachfolgende Metabolisie-
rungsstudien belegten. Diese Untersuchung zeigt, da~ ein In-
vitro-Screening von Substanzen, welche metabolisch nicht sta-
bil sind, keine Aussage uber die potentielle In-vivo-Wirksam-
keit liefern kann.
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Abb. 2.27: Hemmung der LTB4-Bildung in Schweinegranulozytendurch Ebselen
SP-HPLC-Trennung der Produkte nach 5minutiger Inku-
bation von Schweinegranulozyten (siehe 2.12.2.5) in
Abwesenheit (A) und in Anwesenheit (B) von Ebselen
(10 ~mol/l). Die verschiedenen Arachidonsaure-Meta-
bolite wurden mit Hilfe von GC-MS und NMR identifi-
ziert. Bei der mit I bezeichneten Verbindung handelt
es sich um das 8-trans-Isomer von 5-HETE.
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Abb. 2.28: Dosisabhangige Wirkung von Ebselen auf die Bildung
von LTB4, 5S,12R-6-trans-LTB4 und 5S,12S-6-trans-LTB4. Jeder Punkt reprasentiert das Ergebnis von
mindestens 2 unabhangigen Einzelexperimenten.
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Abb. 2.29: Korrelation der Hem~ung des CVF-induzierten Rat-
tienptiotenodem« mit der Hemmung der LTB4-Bildung inSchweinegranulozyten durch Ebselen und 42 weitere
Substanzen aus dem Ebselen-Umfeld. Der Korrelations-
koeffizient betragt 0,251 (n=41).
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2.13 Inhibition des Cyclooxygenase-Weges
2. 13.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t
Der Cyclooxygenase-Weg ffihrt unter Katalyse durch die Cyclo-
oxygenase zu dem zyklischen Endoperoxid PGGz, dap in einem
zweiten, ebenfalls durch die Cyclooxygenase katalysierten
Schritt zu PGHz reduziert wird. Von PGHz an verzweigt sich
der Cyclooxygenase-Weg und ffihrt zu einer Reihe von unter-
schiedlichen Produkten mit z.T. antagonistischen Wirkspek-
tren. So stimuliert das PGl z, das durch die prostacyclin-Syn-
thetase in Endothelzellen aus PGHz gebildet wird, die Auflo-
sung von Thrombozytenaggregaten und wirkt somit dem Throm-
boxan (TXAz) entgegen, das durch die katalytische Wirkung der
Thromboxan-Synthetase in Thrombozyten aus PGHz entsteht.
Nach Inkubation von Humanthrombozyten mit 14C-Arachidonsaure
werden die radioaktiv markierten Oxidationsprodukte aus dem
Reaktionsansatz extrahiert, dfinnschichtchromatographisch
getrennt und mit Hilfe des Dfinnschichtscanners quantifiziert.
Die Cyclooxygenase in Humanthrombozyten oxidiert die Arachi-
donsaure hauptsachlich zu Thromboxan Az (TXAz) und 12-Hydro-
xyheptadecatriensaure (HHT). Thromboxan Az ist in waprigen
Losungen nicht stabil und kann daher nur fiber das stabile
Zerfallsprodukt Thromboxan Bz analysiert werden. Thrombo-
xan Az hat in vitro eine enorme aggregationsauslosende Wir-
kung auf Thrombozyten wirkt blutdruckerhohend und spielt
wahrscheinlich zusammen mit seinem Gegenspieler Prostacyclin
(PGl z) eine besondere, im Detail noch nicht geklarte Rolle
bei Thrombose und Atherosklerose.
Nach Inkubation von Hammelsamenblasen-Mikrosomen in Gegenwart
von 14C-Arachidonsaure lassen sich nach Trennung der Reakti-
onsprodukte fiber ein RP-HPLC-System mit Hilfe eines Radiode-
tektors die Cyclooxygenase-produkte PGlz, PGDz, PGEz und
PGFZa nachweisen. AIle diese Verbindungen sind potente Ver-
mittler von inter- und intrazellularen Signalen, die eine
Vielzahl von physiologischen und pathologischen Reaktionen
auslosen konnen und eine besondere Bedeutung bei Entzfindungen
und thromboembolischen Prozessen haben.
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2.13.2 Ma1;erial und Me1;hoden
2.13.2.1 Reagenzien
Als Substrat wird 1-14C-Arachidonsaure (spez. Akt.
54,5 Ci/mol) von New England Nuclear (Dreieich) verwendet.
AIle weiteren benutzten Chemikalien sollen p.a.-Qualitat
haben.
Die Substanzen wurden in Ethanol oder Phosphat-Puffer gelost
(Stammlosung 10 mmol/l) und beieiner Endkonzentration von
100 ~mol/l geprlift.
Als Referenzsubstanzen werden NAT 01-499, BW 755C, BW 540C,
Ebselen, Indometacin, und Octimibat eingesetzt.
2.13.2.2 Puffer und Losungen
1. Tris/HCI-Puffer (12 mmol/l, pH 5,6) mit 1,5 mmol/l Ethy-
lenglycol-bis-(a-amino-ethyl-ether) N,N'-tetraessigsaure
(EGTA), 0,14 mmol/l NaCI und 5 mmol/l Glucose
2. Phosphat-Puffer (10 mmol/l, pH 7,4) mit 0,95 % (w/w) NaCl
3. EGTA-Losung (90 mmol/l) mit 60 mmol/l NaCI
2.13.2.3 Isolierung von Human1;hrombozyten
Humanblut (90 ml) wird nlichternen Probanden, die seit minde-
stens einer Woche medikamentenfrei sind, aus der Armvene ent-
nommen und im Verhaltnis 9:1 mit Losung 3 vermischt. Zur Iso-
lation von Humanthrombozyten wird das mit Losung 3 vermischte
Humanblut (100 ml) 10 min bei 200 x g zentrifugiert.
Anschlie~end wird der Uberstand nochmals bei 650 x g zentri-
fugiert. Die abzentrifugierten Thrombozyten werden mit Lo-
sung 1 gewaschen und dann vorsichtig in Losung 2 suspendiert
und mit Hilfe des Coulter-Counter auf einen Titer von 2 x 108
Zellen/ml eingestellt. Die Thrombozyten konnen maximal 4 h
bis zur Inkubation aufbewahrt werden.
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2.13.2.4 Isolierung von Hammelsamenblasen-~krosomen
Die Hammelsamenblasen (ca. 400 g) werden frischgeschlachteten
mannlichen Schafen auf dem Schlachthof der Fa. Kind in Gre-
venbroich entnommen, gesaubert und in 3 Volumen KHzP04-Puffer
(0,1 mol/I, pH 7,4) in Gegenwart von 1 mmol/l EDTA homogeni-
siert (Ultra Turrax, Janke und Kunkel, Staufen). Nach Zentri-
fugation bei 4.000 x g (4°C, 15 min) wird der Uberstand
nochmals bei 100.000 x g (4°C, 1 h) zentrifugiert. Das
Pellet wird in 50 ml bidest. Wasser aufgenommen und gefrier-
getrocknet (Ausbeute: 15 g, Trockengewicht). Die lyophili-
sierten Mikrosomen werden in Portionen zu 1 g bei -40°C
aufbewahrt.
2.13.2.5 Inkubationen und Extraktionen
Zur Inkubation der Humanthrombozyten wird 1,95 ml der Throm-
bozyten-Suspension auf 25°C erwarmt. Nach Zugabe von 20 ~l
CaClz-Losung (Endkonzentration 2 mmol/l) und des Inhibitors
(20 ~l in Losung 6 oder Ethanol) wird 3 min bei 25°C vorin-
kubiert. Die Inkubation (5 min, 37°C) wird durch zugabe von
10 ~l 1-14C-Arachidonsaure (54,5 Ci/mol, insgesamt 0,1 ~Ci)
in Ethanol gestartet. Die Konzentration der 1-14C-Arachidon-
saure im Versuchsansatz betragt 0,9 ~mol/l. Die Ethanol-End-
konzentration ist kleiner als 2 %, das Inkubationsvolumen
betragt 2 mI.
20 mg der gefriergetrockneten Hammelsamenblasen-Mikrosomen
werden in 1 ml Tris/HCI-Puffer (0,2 mol/I, pH 8,0) gelost,
und 100 ~l dieser Losung w~rden mit 1,81 ml Tris/HCI-Puffer
und 20 ~l Inhibitor-Losung (in Tris/HCI-Puffer oder Ethanol)
bei 25°C 3 min vorinkubiert. Dann werden reduziertes Gluta-
thion (20 ~l), EDTA (20 ~l) und Adrenalin (20 ~l), jeweils in
Tris/HCI-Puffer gelost, dazugegeben. Die Endkonzentrationen
betragen 1 mmol/l, 0,05 mmol/l bzw. 1 mmol/l. Die Inkubation
(10 min, 37°C) wird mit 10 ~l 1-14C-Arachidonsaure (in Etha-
nol, 54,5 Ci/mol, insgesamt 0,1 ~Ci) gestartet. Die Konzen-
tration der 1-14C-Arachidonsaure im Versuchsansatz betragt
0,9 ~mol/l. Die Endkonzentration des Ethanols ist kleiner
als 2 % und das Inkubationsvolumen betragt 2 mI.
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Die Inkubationen werden durch Zugabe von 0,5 ml 1 %ige Amei-
sensaure gestoppt; die Reaktionsprodukte werden nacheinander
mit 5 ml Chloroform/Methanol (1:1) und 2 ml Chloroform extra-
hiert. Die organischen Phasen werden gepoolt und am Rotati-
onsverdampfer eingedampft. Zur dlinnschichtchromatographischen
Analyse wird der Rlickstand in 100 ~l eines Diethylether/
Methanol-Gemisches (70:30, vol/vol) gelost. Zur HPLC-Analyse
wird der Rlickstand in 90 ~l eines Methanol/Wasser-Gemisches
(2:1, v/v) gelost und in den HPLC injiziert.
2.13.2.6 Dilnnschichtchromatographie
Der geloste Rlickstand wird auf Dlinnschichtplatten (Kiesel-
gel 60 mit Konzentrierungszone (Merck, Darmstadt)) aufgetra-
gen. Das zur Entwicklung der Dlinnschichtplatten verwendete
Laufmittelgemisch besteht aus Chloroform/Methanol/Wasser/
Essigsaure im Verhaltnis 90:8:0,8:1 (vol/vol). Die quantita-
tive Analyse der radioaktiven Produkte wird mit Hilfe des
Dlinnschichtscanners LB 284 (Berthold, Wildbad) durchgeflihrt.
2. 13.2. 7 HPLC-Analyse
HPLC-System:
Saule:
Laufmittel:
FluJ3rate:
Hewlett Packard 1084 B
Lichrosorb RPI8, 10 ~m, 250 rom x 4 rom (Merck,
Darmstadt)
Laufmittel A: Acetonitril/wasser/Phosphor-
saure (300:700:0,2, v/v);
Laufmittel B: Acetonitril/Wasser/Phosphor-
saure (700:300:0,2, v/v);
Von 0 - 15 min betragt der Anteil von Lauf-
mittel B 10 %; von 15-25 min steigt der
Anteil von Laufmittel B in einem linearen
Gradienten von 10 % auf 95 %
1,5 ml/min
Radioaktivitatsmonitor: LB 505, Berthold, Wildbad
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2.13.2.8 Auswertung
Mit Hilfe der hier verwendeten DC- und HPLC-Analyse konnen
12-HETE und aIle entstehenden Cyclooxygenaseprodukte getrennt
und quantitativ erfa~t werden. Die 12-HETE-Peakflache bezogen
auf die Gesamtradioaktivitat auf der Dunnschichtplatte repra-
sentiert die Aktivitat der 12-Lipoxygenase, die Summe der
HHT-, und TXBz-Peakflache bezogen auf die Gesamtradioaktivi-
tat die Aktivitat der Cyclooxygenase im Humanthrombozyten-
Testsystem. Die Summe der Peakflachen von 6-PGF1~' PGDZ' PGEz
und PGFz~ bezogen auf die Gesamtradioaktivitat im HPLC-Chro-
matogramm reprasentiert die Aktivitat der Cyclooxygenase im
Testsystem Hammelsamenblasen-Mikrosomen.
2.13.3 Ergebnisse und Diskussion
Mit diesen beiden Testsystemen lassen sich die Wirkungen von
Substanzen auf die Prostaglandin- und Thromboxan-Biosynthese
untersuchen. Zusatzlich la~t sich der Einflu~ von Substanzen
auf die 12-Lipoxygenase messen. Tabelle 2.29 zeigt die ICso-
Werte von einigen Referenzsubstanzen fur die Cyclooxygenasen
aus Humanthrombozyten und Hammelsamenblasen-Mikrosomen und
die 12-Lipoxygenase aus Humanthrombozyten in diesen Testmo-
dellen. Interessanterweise hemmen Cyclooxygenase-Inhibitoren
die Cyclooxygenase aus Humanthrombozyten um den Faktor 10
starker als die Hammelsamenblasen-Mikrosomen-Cyclooxygenase.
In Abbildung 2.30 sind die Dunnschichtchromatogramme darge-
stellt, welche nach Inkubation von Human-Thrombozyten in
Abwesenheit und Anwesenheit von 100 ~mol/l NAT 04-651, einem
selektiven Cyclooxygenase-Inhibitor, erhalten wurden. In
Abbildung 2.31 ist die Wirkung von polyen-Phosphatidylcholin
(FPC, Nattermann, Koln) auf die Prostaglandin-Biosynthese von
Hammelsamenblasen-Mikrosomen dargestellt. Diese Substanz hat
selektiv Prostacyclin-stimulierende Eigenschaften (Kuhl et
al.,1986c).
In unserer Forschung wurde nicht nach selektiven Cyclooxy-
genase-Inhibitoren gescreent. Auch die Suche nach "dual inhi-
bitors" (Inhibitoren mit Cyclooxygenase- und 5-Lipoxygenase-
inhibierender Wirkung) wurde eingestellt. Diese Testsysteme
dienten daher als "'second stage"-Untersuchungen zum Nachweis
der Selektivitat von Verbindungen anderer Wirkmechanismen, um
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z.B. fUr die LTA4-Hydrolase-Inhibitoren aus dem Umfeld von
Evaprofen (Fa. Nattermann) eine Cyclooxygenasehemmung auszu-
schlie~en. Eine Hemmung der Cyclooxygenase durch diese Ver-
bindungen hatte die Entscheidung darUber verhindert, ob die-
ser Effekt oder die Hemmung der LTB4-Biosynthese im entzUn-
deten Gewebe fUr die In-vivo-Wirksamkeit verantwortlich ist.
AIle untersuchten Substanzen aus dem Umfeld von Evaprofen
zeigten allerdings bei 100 ~mol/l keine Hemmung der Cyclooxy-
genase und 12-Lipoxygenase aus Humanthrombozyten oder der
Cyclooxygenase aus Hammelsamenblasen-Mikrosomen.
Tab. 2.29: Hemmung der Cyclooxygenase (PL-CO) und der
12-Lipoxygenase (12-LO) in menschlichen Thromboz~en
und der Cyclooxygenase aus Hammelsamenblasen-Mikro-
somen (RSVM-CO) durch Referenz-Substanzen.
Substanz IC50-Werte [~ol/ll
PL-CO 12-LO RSVM-CO
Indometacin 0,1 >1000 1,0
BW 755C 3,3 37 30
BW 540C 2,6 5,8 25
Octimibat 0,08 >1000 0,8
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Abb. 2.30: 'Hemmung menschlicher Thromboz~en-~cloo~genase
durch NAT 04-651: Dunnschicht-Radiochromatogramm der
Produkte aus einer 5minutigen Inkubation von mensch-
lichen Thromboz~en in Abwesenheit (A) und in Anwe-
senheit (B) von 100 ~mol/l NAT 04-651 (experimen-
telle Details: siehe 2.13.2.5 und 2.13.2.6). Die
Identitat der verschiedenen radioaktiv markierten
Arachidonsaure-Metabolite wurde durch Cochromatogra-
phie nicht-markierter Referenz-Substanzen bestimmt.
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Abb. 2.31: Aktivierung der Prostacyclin-Synthetase aus Ham-
melsamenblasen-Mikrosomen durch PPC: RP-HPLC-Tren-
nung der Produkte, welche nach 10miniltiger Inku-
bation von Hammelsamenblasen-Mikrosomen in Abwesen-
heit (A) und in Anwesenheit (B) von 200 ~mol/l PPC
erhalten wurden (experimentelle Details: siehe
2.13.2.5 und 2.13.2.7). Die Identitat der verschie-
denen radioaktiv markierten Arachidonsaure-Produkte
wurde durch Cochromatographie von unmarkierten
authentischen Verbindungen bei einer Wellenlange von
200 nm bestimmt. 6-Keto-Prostaglandin Fl~ (6-K-
PGF1q) ist das stabile Zerfallsprodukt des unstabi-
len ~rostacyclins.
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2.14 Inhibition des 5-Lipoxygenase- und Cyclooxygenase-Weges
in RBL-1-Zellen
2.14.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Nach Inkubation von RBL-1-Zellen (rat basophilic leukemia
cells) mit 14C-Ara chidonsaure werden die radioaktiv markier-
ten Oxidationsprodukte aus dem Reaktionsansatz extrahiert,
mit Hilfe der HochdruckflUssigkeits-Chromatographie (HPLC)
getrennt und mit Hilfe eines Radiodetektors quantifiziert.
Die 5-Lipoxygenase und Cyclooxygenase in RBL-1-Zellen oxidie-
ren die Arachidonsaure hauptsachlich zu 5-HETE, Leukotrien B4
(LTB4), den LTB4-6-trans-Isomeren und PGD2. In RBL-1-Zellen
weisen im Gegensatz zu Schweine- und Humangranulozyten Cyclo-
oxygenase und 5-Lipoxygenase etwa vergleichbare Aktivitaten
auf. Daher erlaubt dieses Testsystem, die Beeinflussung des
jeweils anderen Stoffwechselweges bei Vorliegen einer selek-
tiven 5-Lipoxygenase- oder Cyclooxygenase-Hemmung zu studie-
reno
2.14.2 Material und Methoden
2.14.2.1 Reagenzien
Ais Substrate werden 1-14C-Arachidonsaure (spez. Akt.
54,5 Ci/mol) von NEN (Dreieich), Arachidonsaure (99 % rein)
verwendet.
AIle weiteren benutzten Chemikalien sollten p.a.-Qualitat
haben.
Die zu untersuchenden PrUfsubstanzen werden in Ethanol oder
PBS gelost (Stammlosung 2 mmol/l).
2.14.2.2 Kulturmedien und Losungen
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM, Boehringer
Mannheim Nr.210048)
DMEM Pulverkonzentrat (fUr 5 I Medium)
+ 18,5 g NaHC03
+ 0,5 g Streptomycinsulphat
+ 0,3 g Penicillin G (500.000 IU)
- 123 -
wird mit bidest. Wasser auf 5 I aufflillt und nach 15-30mi-
nlitigem Rlihren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~m, Schleicher
& Schlill, Nr.401352).
Nicht essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach konzentriert,
Boehringer Mannheim) werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zuge-
setzt.
Fotales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene Chargen)
wird zur Inaktivierung von Proteasen zwei Stunden bei
56°C hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 % (v/v) dem
Fllissigmedium zugefligt.
Als DMEM-Medium wird im folgenden grundsatzlich das Nahrme-
dium einschlie~lich NaHC03 , NEAA und Antibiotika bezeichnet.
Der Zusatz von FKS wird gesondert aufgeflihrt
2. Phosphate buffered saline (PBS):
8,0 g NaCI
0,2 g KCI
1,15 g Na2HP04
0,2 g KH2P0 4
werden mit bidest. Wasser auf 1 I aufgeflillt, der pH-Wert
betragt 7,0.
3. Trypsinlosung
100 ml 0,25 %ige Trypsinlosung (Flow, Nr.1689454) wird mit
7 ml einer 1 %igen EDTA-Losung (in sterilem PBS-Puffer)
versetzt.
2.14.2.3 Subkultivierung der RBL-1-Zellen
Alle Arbeitsgange erfolgen untersterilen Bedingungen (Ste-
rilwerkbank, sterile Verbrauchsware, Pipetten):
das Medium wird abgesaugt
2 ml Trypsinlosung wird zusetzt (NUNC-petrischalen,
d = 10 cm, Nr. 150350)
Nach 5 min bei 37°C wird die Zellsuspension in ein Zen-
trifugenrohrchen pipettiert, in dem 2 ml DMEM/10 % FKS
vorgelegt waren
es wird bei 2.000 Upm zentrifugiert (Labofuge 6000,
Heraeus), 1 min
der tlberstand wird abgesaugt, und das Zellpellet wird in
5 ml DMEM/10 % FKS suspendiert
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die Zentrifugation wird bei gleichen Bedingungen wieder-
holt
der tlberstand wird absaugt, das Zellpellet wird in 5 ml
DMEM/I0 % FKS aufgenommen und auf flinf neue Petrischalen,
die jeweils 10 ml DMEM/I0 % FKS enthalten, verteilt
Um die RBL-I-Zellen einzufrieren, wird das Zellpellet in
1 ml DMEM/I0 % FKS/I0 % DMSO suspendiert und in eine
Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettiert und in fllissigem
Stickstoff tiefgefroren.
2.14.2.4 Inkubation und Extraktion
Vor der Inkubation der RBL-I-Zellen wird das Medium abgesaugt
und die Zellen mit Trypsinlosung abgelost und einmal in 10 ml
PBS gewaschen, bevor die Zellen von 5 Schalen jeweils in
2,433 ml PBS suspendiert (ca. 2 x 10 6 zellen/ml) werden.
Zur Inkubation des 5-Lipoxygenaseweges wird nach Zugabe von
25 ~l CaCl2-Losung (Endkonzentration 2 mmol/l) die RBL-l-
Zell-Suspension (2,4 ml) auf 37 °c erwarmt. 25 ~l der Sub-
stanzstammlosung oder geeigneter Verdlinnungen in PBS oder
Ethanol werden 3 min bei 25 °c mit den RBL-I-Zellen vorinku-
biert. Die Inkubation (10 min, 37 °C) wird durch Zugabe von
2 ~l Arachidonsaure in Tris-Puffer (0,2 mol/I, pH 9,5), 10 ~l
1-14C-AraChidonsaure (54,5 Ci/mol, insgesamt 0,1 ~Ci) in
Ethanol und 5 ~l Calcium-Ionophor A23187 in Ethanol gestar-
tet. Die Endkonzentrationen betragt 10 ~mol/l flir die Arachi-
donsaure und 6 ~mol/l flir das Calcium-Ionophor A23187.Die
Endkonzentration an Ethanol sollte 4 % nicht libersteigen bei
einem Inkubationsvolumen von 2,5 mI.
Die Inkubation wird durch Zugabe von 0,525 ml 1 %ige Ameisen-
saure gestoppt; die Reaktionsprodukte werden nacheinander mit
5 ml Chloroform/Methanol (1:1) und 2 ml Chloroform extra-
hiert. Die organischen Phasen werden am Rotationsverdampfer
eingedampft, der Rlickstand im Laufmittel (60 ~l) gelost und
direkt in das HPLC-System injiziert.
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2.14.2.5 HPLC-Analyse
HPLC-System:
Saule:
Laufmittel:
Flu~rate:
Hewlett Packard 1084 B
Lichrosorb 60, 7 ~m, 250 rom x 4 rom (Merck,
Darmstadt)
Laufmittel A: n-Hexan/Methanol/2-Propanol
(972:18:10, v/v);
Laufmittel B: n-Hexan/Methanol/2-Propanol
(972: 18: 70, v/v); die Laufmittel enthalten
0,1 % Essigsaure und 0,02 % Wasser;
Von 0-12 min betragt der Anteil von Laufmit-
tel B 15 %; von 12-27 min steigt der Anteil
von Laufmittel B in einem linearen Gradienten
von 15 % auf 95 %
2 ml/min
Radioaktivitatsmonitor: LB 505, Berthold, Wildbad
2.14.2.6 Auswertung
Mit Hilfe der hier verwendeten HPLC-Analyse kennen 5-HETE,
PGD2 , LTB4 und die LTB4-Isomere sauber getrennt und quantita-
tiv erfa~t werden. Die Summe der Peakflachen der Produkte 5-
HETE, LTB4 und LTB4-Isomere bezogen auf die Gesamtradioakti-
vitat reprasentieren die Aktivitat des Enzyms 5-Lipoxygenase.
Wird die 5-Lipoxygenase nicht beeinflu~t, so kann eine LTA4-
Hydrolase-Heromung durch die Verminderung der LTB4-produktion
zugunsten der durch nicht-enzymatische Hydrolyse aus LTA4
entstehenden LTB4-Isomere gemessen werden. Die Peakflache des
PGD2 bezogen auf die Gesamtradioaktivitat reprasentiert die
Aktivitat der Cyclooxygenase.
2.14.3 Ergebnisse und Diskussion
Das Testsystem "Inhibition der 5-Lipoxygenase und Cyclooxy-
genase in RBL-1-Zellen" wurde entwickelt, weil RBL-1-Zellen
die Meglichkeit bieten, in der gleichen Zelle die Wirkung
einer Substanz auf 5-Lipoxygenaseweg und Cyclooxygenaseweg zu
studieren. Unter den verwendeten Versuchsbedingungen sind
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Cylooxygenase und 5-Lipoxygenase in etwa gleich aktiv. Es
wurden Indometacin als selektiver Cyclooxygenase-Hemmstoff,
REV 5901 als selektiver 5-Lipoxygenase-Inhibitor und
NAT 04-501 als selektiver LTA4-Hydrolase-Hemmer jeweils bei
einer Konzentration von 10 ~ol/l gepruft. Wie in Abb. 2.32,
2.33, 2.34 und Tabelle 2.30 gezeigt wird, fuhrt sowohl die
selektive Hemmung der 5-Lipoxygenase durch REV 5901 als auch
die selektive Hemmung der Cyclooxygenase durch Indometacin zu
einer Aktivierung der Produktbildung im jeweils anderen
Stoffwechselweg. Dagegen beeinflu~t die Hemmung der LTA4-
Hydrolase, des unmittelbar an der Biosynthese des Entzun-
dungsmediators LTB4 beteiligten Enzyms, den Cyclooxygenase-
Weg nicht (Abb. 2.34). In vivo sollte man daher mit Hilfe
selektiver LTA4-Hydrolase-Inhibitoren unerwlinschte Sub-
stanzwirkungen, die auf der Aktivierung des Cyclooxygenase-
Weges beruhen, umgehen kennen. Daneben machen es solche Sub-
stanzen meglich, die Rolle des LTB4 fUr das Entzundungsge-
schehen isoliert zu untersuchen. Fur das Substanzscreening
wurde dieses Testsystem nicht eingesetzt.
Tab. 2.30: Wirkung von REV 5901, Indometacin und NAT 04-501
auf die 5-Lipoxygenase-Aktivitat (5-LO), die
Cyclooxygenase-Aktivitat (CO) und die LTB4-Biosyn-
these (LTB4-F) in RBL-1-Zellen.
Substanz % Inhibition (-) oder Aktivierung (+)
bei 10 ~ol/l
5-LO CO LTB4-F
REV 5901
Indometacin
NAT 04-501
- 90,8
+ 55
3
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Abb. 2.32: Selektive Hemmung der 5-Lipo~genase in RBL-1-Zel-
len durch REV 5901: SP-HPLC-Trennung der Produkte,
welche nach 5miniitiger Inkubation von RBL-1-Zellen
in Abwesenheit (A) und in Anwesenheit (B) von
10 ~mol/l REV 5901 erhalten wurden (experimentelle
Details: siehe 2.14.2.4 und 2.14.2.5). Die Identitat
der verschiedenen Arachidonsaure-Metabolite wurde
durch Cochromatographie von unmarkierten authenti-
schen Verbindungen bestimmt.
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Abb. 2.33: Selektive Hemmung der Cycloo~genase in RBL-1-Zel-
len durch Indometacin: SP-HPLC-Trennung der Pro-
dukte, welche nach Sminiltiger Inkubation von RBL-1-
Zellen in Abwesenheit (A) und in Anwesenheit (B) von
10 ~mol/l Indometacin erhalten wurden (experimen-
telle Details: siehe 2.14.2.4 und 2.14.2.5). Die
Identitat der verschiedenen Arachidonsaure-Meta-
bolite wurde durch Cochromatographie von unmar-
kierten authentischen Verbindungen bestimmt.
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Abb. 2.34: Selektive Hemmung der LTA4-Hydrolase in RBL-1-Zel-len durch NAT 04-501: SP-HPLC-Trennung der Produkte,
welche nach 5miniltiger Inkubation von RBL-1-Zellen
in Abwesenheit (A) und in Anwesenheit (B) von
10 ~mol/l NAT 04-501 erhalten wurden (experimentelle
Details: siehe 2.14.2.4 und 2.14.2.5). Die Identitat
der verschiedenen Arachidonsaure-Metabolite wurde
durch Cochromatographie von unmarkierten Referenz-
Substanzen bestimmt.
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2.15 Inhibition des 12-Lipoxygenase- und Cyclooxygenase-Weges
in Mauskeratinozyten
2.15.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagem6glichkeit
Nach Inkubation von Maus-Keratinozyten mit 14C-Ara chidonsaure
werden die radioaktiv markierten Oxidationsprodukte aus dem
Reaktionsansatz extrahiert, mit Hilfe der Hochdruckfllissig-
keits-Chromatographie (HPLC) getrennt und mit einem Radiode-
tektor quantifiziert. Die Cyclooxygenase in Maus-Keratinozy-
ten oxidiert die Arachidonsaure hauptsachlich zu Prostaglan-
din Ez (PGEz) und Prostaglandin Dz (PGDz ) . Der gro~te Teil
der Arachidonsaure wird jedoch fiber die 12-Lipoxygenase zu
12-HETE oxidiert, so da~ sich dieses Testsystem ffir die Auf-
findung von 12-Lipoxygenase-Inhibitoren eignet, die besonders
ffir die Therapie der Psoriasis wertvo11 sein konnten.
2.15.2 Material und Methoden
2.15.2.1 Reagenzien
A1s Substrat wird 1-14C-Arachidonsaure (spez. Akt.
54,5 Ci/mol) von NEN (Dreieich) verwendet. AIle weiteren
benutzten Chemikalien haben p.a.-Qualitat.
Die zu untersuchenden Substanzen werden in Ethanol gelost
(Stammlosung 2 mmol/l) und bei einer Endkonzentration von
20 ~mol/l geprfift.
2.15.2.2 Puffer und L6sungen
Es werden folgende Puffer und Medien benotigt:
1. RPMI-Medium (Boehringer, Mannheim) + 10 % FKS
2. RPMI-Medium (Boehringer, Mannheim) (ohne FKS)
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3. Phosphate buffered saline (PBS) + Trypsin 0,5 %:
8,0 g NaCl
0,2 g KCl
1,15 g NazHP04
0,2 g KHZP0 4
5,0 g Trypsin (Sigma, Mlinehen)
werden mit bidest. Wasser auf 1 1 aufgeflillt, der pH-Wert
betragt 7,0.
4. Phosphat-Puffer (10 romol/l, pH 7,4) mit 0,95 % (w/w) NaCl
2.15.2.3 Isolierung der Mauskeratinozyren
Zwanzig NMRI Mause werden in einem luftdiehtem Gefa~ mit COz-
Gas abgetotet. Die Sehwanze werden abgesetzt und 1 h bei
37 °c mit PBS-Puffer (0,5 % Trypsin) inkubiert. Die Mause-
sehwanze werden der Lange naeh mit einem Skalpell eingeritzt
und die Haut von den Knoehen abgezogen. Die abgezogenen
Sehwanzhaute werden dann abermals 1 h bei 37 °c mit PBS-Puf-
fer 0,5 % Trypsin inkubiert. Danaeh werden die Haute 3 x mit
RPMI- Medium + 10 % FKS gewasehen (in 6,5 em ~ Kristallisier-
sehalen). Die Haute werden noeh einmal bei 37 °c 1 h in RPMI-
Medium (ohne FKS) inkubiert.
Naeh der Inkubation, werden die oberen Hautsehiehten (mit den
Haaren) in RPMI-Medium (+ 10 % FKS) entfernt. Mit einem Glas-
stab werden dann die Keratinozyten abgelost. Die restliehen
gro~eren Fragmente werden entfernt und verworfen. Die Zellen
werden abzentrifugiert (1000 x g, 5 min), 3mal mit Phosphat-
puffer gewasehen, in ca. 20 ml Phosphatpuffer aufgenoromen und
bis zur Inkubation bei 4 °c aufbewahrt.
2.15.2.4 Inkubation und Extraktion
Naeh Zugabe von 25 ~l CaClz-Losung (Endkonzentration
2 romol/l) wird die Keratinozyten-Zell-Suspension (2,4 ml) auf
25 °c erwarmt. 25 ~l der Substanzstaromlosung oder geeigneter
Verdlinnungen in PBS oder Ethanol werden 3 min bei 25 °c mit
den Mauskeratinozyten vorinkubiert. Die Inkubation (10 min,
37 °C) wird dureh Zugabe von 10 ~l Araehidonsaure in Tris-
Puffer (0,2 mol/I, pH 9,5), 10 ~l 1-14C-Araehidonsaure
(54,5 Ci/mol, insgesamt 0,1 ~Ci) in Ethanol und 5 ~l Caleium-
Ionophor A23187 in Ethanol gestartet. Die Endkonzentrationen
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betragen 50 ~mol/l fur die Arachidonsaure und 6 ~mol/l fur
das Calcium-Ionophor A23187. Die Endkonzentration an Ethanol
solI 4 % nicht libersteigen bei einem Inkubationsvolumen von
2,5 mI.
Die Inkubationen werden durch Zugabe von 0,525 ml 1 %ige
Am€isensaure gestoppt; die Reaktionsprodukte werden nachein-
ander mit 5 ml Chloroform/Methanol (1:1) und 2 ml Chloroform
extrahiert. Die organischen Phasen werden am Rotationsver-
dampfer eingedampft, der Rlickstand im Laufmittel (60 ~l)
gelost und direkt in das HPLC-System injiziert.
2.15.2.5 HPLC-Analyse
HPLC-System:
Saule:
Laufmittel:
Flu~rate:
Hewlett Packard 1084 B
Lichrosorb 60, 7 ~m, 250 rom x 4 rom (Merck,
Darmstadt)
Laufmittel A: n-Hexan/Methanol/2-Propanol
(972:18:10, v/v);
Laufmittel B: n-Hexan/Methanol/2-Propanol
(972:18:70, v/v); die Laufmittel enthalten
0,1 % Essigsaure und 0,02 % Wasser;
Von °- 12 min betragt der Anteil von Lauf-
mittel B 15 %; von 12 - 27 min steigt der
Anteil von Laufmittel B in einem linearen
Gradienten von 15 % auf 95 %
2 ml/min
Radioaktivitatsmonitor: LB 505, Berthold, Wildbad
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2.15.2.6 Auswertung
Mit Hilfe der hier verwendeten HPLC-Analyse kennen 12-HETE
und aIle entstehenden Cyclooxygenaseprodukte getrennt und
quantitativ erfa~t werden. Die 12-HETE-Peakflache bezogen auf
die Gesamtradioaktivitat reprasentiert die Aktivitat der
12-Lipoxygenase, die Summe der PGEz-, PGFZa- und PGDz-peak-
flache bezogen auf die Gesamtradioaktivitat die Aktivitat der
Cyclooxygenase in diesem System.
2.15.3 Ergebnisse und Diskussion
Dieses Testsystem wurde zur Auffindung von potentiellen Wirk-
stoffen, die fUr die Therapie der Psoriasis wertvoll sein
kennten, etabliert. Da im psoriatischem Gewebe als Haupt-Ara-
chidonsauremetabolit 12R-HETE mit auf Granulozyten deutlich
gre~erer chemotaktischer Wirkung als 12S-HETE, dem Produkt
der Thrombozyten-12-Lipoxygenase, nachgewiesen wurde, lag der
Verdacht, da~ es sich bei dem Mauskeratinozyten-12-Lipoxy-
genase-Produkt urn 12R-HETE handelt, nahe. Abbildung 2.35
zeigt die entstandenen Arachidonsauremetabolite aus einer
Inkubation von Mauskeratinozyten mit 14C-Arachidonsaure. Ein
Hauptanliegen war die Bestimmung der genauen sterischen
Konfiguration der 12-Hydroxy-Gruppe des 12-HETE-Produktes.
Die Enantiomere 12S-HETE und 12R-HETE lassen sich mit den ge-
brauchlichen HPLC-Saulen nicht voneinander separieren. Dage-
gen sind die nach Inkubation mit 5-Lipoxygenase resultieren-
den Diastereomere SS,12S-DiHETE und SS,12R-DiHETE (LTB4)
leicht voneinander zu trennen. Zu diesem Zweck wurde 12-HETE
aus einem Inkubationsansatz in praparativem Ma~stab mit Hilfe
der HPLC gereinigt und das isolierte Produkt in Gegenwart von
Schweinegranulozyten-5-Lipoxygenase inkubiert. Dieses Enzym
fUgt spezifisch am C-Atom 5 eine Hydroxyl-Gruppe in S-Konfi-
guration ein. Die nachfolgende HPLC-Analyse ergab als einzi-
ges Reaktionsprodukt SS,12S-DiHETE. 5S,12R-DiHETE wurde nicht
gebildet (Abb. 2.36).
Aufgrund dieses Ergebnisses mu~ angenommen werden, da~ die
Maus-Keratinozyten-12-Lipoxygenase sich in der Produktspezi-
fitat nicht von 12-Lipoxygenasen vieler anderer Zellen unter-
scheidet.
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Moglicherweise ist die Produktspezifitat der 12-Lipoxygenase
menschlicher Keratinozyten oder sogar speziell im psoriati-
schem Gewebe nicht die gleiche wie beim Mausenzym. Deswegen
sollten menschliche Keratinozyten - auch psoriatischer Her-
kunft - in Kultur genommen und untersucht werden. Bei ersten
Versuchen mit einer menschlichen Keratinozyten-Zellinie
(NTC 2544) konnte gezeigt werden, da~ in der Zellkultur die
Zellen die Fahigkeit, Arachidonsaureprodukte zu generieren
eingebU~t hatten. Die 12-Lipoxygenase lie~ sich auch durch
Medienwechsel oder geringe DMSO-Konzentrationen im Medium
nicht induzieren. Dieses Testsystem bedarf noch weiterer
Untersuchungen und Erfahrungen, um fUr das Substanzscreening
eingesetzt zu werden .
30
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12-HETE PGE 2
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Abb. 2.35: SP-HPLC-Trennung der Produkte, welche nach lfminii-
tiger Inkubation von Mauskeratinozyten mit 1_1 C-
Arachidonsaure gebildet wurden (experimentelle
Details: siehe 2.15.2.4 und 2.15.2.5). Die ldentitat
der radioaktiv markierten Arachidonsaure-Produkte
wurde durch Cochromatographie von unmarkierten
authentischen Verbindungen bei Wellenlangen von 200
und 235 nm bestimmt.
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Abb 2.36: Bestimmung der sterischen Konfiguration von 1_14C_
12-HETE, welche von Mauskeratinoz~en gebildet
wurde.
(A) Ein typisches SP-HPLC-Chromatogramm der Arachi-
donsaure-Produkte , welche nach 5miniitiger Inkuba-
tion von sahweineqrenul.oeytzen mit 1-14C-Arachidon-
etiure , Kalzium-Ionophor A23187 und ETYA gebildet
wurden. Dieses Chromatogramm diente als Referenz fiir
die Retentionszeiten von 5S,12S-DiHETE und 5S,12R-
DiHETE.
(B) SP-HPLC Trennung der Produkte aus einer 5miniiti-
gen Inkubation von aus Mauskeratinoz~en isolierter
1_14C-12-HETE (1 Jlg) mit Schweinegranuloz~en
(2,5 ml., 4 x 10 7 Zellen/ml). Die Analyse der
radioaktiv markierten Produkte erfolgte mit Hilfe
des Durchflu~-RadioaktivitatsdetektorsLB 505
(Berthold, Wildbad, FRG). Die Substanz I ist ein
unidentifiziertes 12-HETE-Zerfallsprodukt.
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2.16 Priifung auf Glutathion-Peroxidase-iihnliche Aktivitiit
2.16.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Nach Inkubation von 14C-15-HPETE in Gegenwart von GSH und
Prlifsubstanzen kennen die entstandenen radioaktiv markierten
reduzierten Produkte (14C-15-HETE und 14C-iso-15-HETE) aus
dem Inkubationsansatz extrahiert und mit Hilfe der Hochdruck-
fllissigkeitschromatographie (HPLC) analysiert werden. Diese
Untersuchungen kennen in vitro und ex vivo (Plasmaextrakt von
Tieren, die mit Prlifsubstanz behandelt worden sind) durchge-
flihrt werden.
Das Enzym Glutathion-Peroxidase (GSH-Px, mehrere Isoenzyme)
ist flir die Reduzierung von Hydroperoxiden einschlie~lich der
Phospholipid-Hydroperoxide verantwortlich. Diese Peroxide
verursachen Schadigungen an zellularen Membransystemen und
biologisch bedeutenden Makromoleklilen, denen man eine wesent-
liche Bedeutung bei degenerativen Prozessen (Altern, chroni-
sche Entzlindungen, Atherosklerose) zuspricht. Substanzen mit
GSH-Px-ahnlicher Aktivitat sollten daher potentielle Pharmaka
flir die Therapie solcher Erkrankungen darstellen.
2. 16. 2 Material und Methoden
2.16.2.1 Reagenzien
Ais Substrate werden 1-14C-Arachidonsaure (spez. Aktivitat:
54,5 Ci/mol) von NEN (Dreieich) und Arachidonsaure (99 %
rein, Sigma, Mlinchen) verwendet. Sojabohnen-Lipoxygenase und
GSH sind von Sigma (Mlinchen). AIle weiteren benutzten Chemi-
kalien haben p.a.-Qualitat.
2.16.2.2 Herstellung von 14C-15-RPETE
Das Substrat zur Messung der GSH-Peroxidase-ahnlichen Aktivi-
tat wird vor den Messungen frisch hergestellt. 700 ~l einer
Sojabohnen-Lipoxygenaselosung (0,1 mg/ml Tris/HCI-Losung)
wird mit 300 ~l Arachidonsaure in 20 ml Tris/HCI-Puffer
(13 romol/l, pH 9,5) und 100 ~l 1-14C-Arachidonsaure (insge-
samt 1 ~Ci, 54,5 Ci/mol) zusammen bei 37 DC inkubiert.
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Nach 15 min ist die Arachidonsaure fast vollstandig zu
15-HPETE und geringen Mengen von 15-HETE, 15-Keto-ETE und
15-iso-HETE metabolisiert worden. Die Inkubationslosung wird
dann bei 4 DC bis zur Substanzinkubation aufbewahrt.
2.16.2.3 Hersrellung der Rarrenplasmaexrrakre
Bei der Ex-vivo-PrUfung werden Plasma-Extrakte von mit der
PrUfsubstanz behandelten Ratten eingesetzt. Mannliche Wistar-
Ratten werden Uber Nacht ntichtern gesetzt. Die Substanzen
werden in Tylose-Suspension per Schlundsonde oral verab-
reicht. Das Blut (5 ml) wird nach 3 h aus der Vena cava ent-
nommen und sofort mit 0,5 ml Liquemin-Losung versetzt. Dann
wird das Blut bei 6000 x g 10 min lang bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Plasma (ca. 3 ml) wird von den sedimen-
tierten Blutzellen getrennt, 1,5 ml davon mit 0,5 ml Losung 4
verdtinnt und tiber eine C18 Bond-Elut Saule (ict Handelsge-
sellschaft, Frankfurt) gegeben. Die Saule wird vorher mit
2 ml Methanol und 2 ml dest. Wasser vorbehandelt. Das Eluat
wird aufgefangen (Volumen 1). Die Saule wird dann mit 3 ml
destil1iertem Wasser gewaschen; danach werden die Produkte
mit 2 ml Methanol eluiert (Volumen 2). Volumen 1 wird mit
300 ~l HCl (1 mol/I) angesauert und tiber eine Saule gegeben,
welche mit 2 ml Methanol und 2 ml saurem Wasser (pH 2,0) vor-
behandelt wurde. Die Sau1e wird mit 6 ml saurem Wasser gewa-
schen, die Produkte werden mit 6 ml Methanol extrahiert (Vo-
lumen 3). Volumen 2 und Volumen 3 werden gepoolt und einge-
dampft, der Rtickstand wird in 25 ~l Ethanol gelost und
anstelle der Testsubstanz in vitro auf GSH-Px-ahnliche Akti-
vitat geprtift (siehe 2.16.2.4).
2.16.2.4 Inkubarion und Exrrakrion
Zur Inkubation mit Prtifsubstanzen oder Plasmaextrakten werden
2,5 ml der vorher hergestellten Substratlosung auf 37 DC auf-
gewarmt und 5 min in Gegenwart von reduziertem Glutathion
(20 mmol/1) mit der Substanz (25 ~l, in Ethanol) oder Ratten-
plasmaextrakten inkubiert.
Unmittelbar nach der Inkubation wird die Reaktion im Eisbad
auf 4 DC abgekUhlt und das Reaktionsgemisch 2 x mit 3 ml eis-
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kaltem Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen werden
gepoolt und am Rotationsverdampfer eingedampft.
Zur HPLC-Analyse werden die Rlickstande im Laufmittel (60 ~l)
gelost und ohne weitere Aufbereitung in den HPLC injiziert.
2.16.2.5 HPLC-Analyse
HPLC-System:
Saule:
Laufmittel:
FluJ3rate:
Hewlett Packard 1084 B
Lichrosorb 60, 7 ~m, 250 rom x 4 rom (Merck,
Darmstadt)
Laufmittel A: n-Hexan/2-Propanol (998:2,
v/v) ;
Laufmittel B: n-Hexan/2-Propanol (972:10,
v/v); die Laufmittel enthalten 0,1 % Essig-
saure und 0,.02 % Wasser;
Von 0 - 12 min betragt der Anteil von Lauf-
mittel B 25 %; von 12 - 27 min steigt der
Anteil von Laufmittel B in einem linearen
Gradienten von 25 % auf 95 %
2 ml/min
Radioaktivitatsmonitor: LB 505, Berthold, Wildbad
2.16.2.6 DUnnschichtchromatographie
Zur dlinnschichtchromatographischen Analyse der Produkte wer-
den die Rlickstande in 100 ~l einer Diethylether/Methanol
Mischung (70:30, v/v) gelost und auf HPTLC-Platten Kiesel-
gel 60 (Merck, Darmstadt) aufgetragen.
Das zur Entwicklung der Dlinnschichtplatten verwendete Lauf-
mittelgemisch besteht aus Petrolether/Diethylether/Essigsaure
(45:55:1, v/v).
Zur Analyse der radioaktiv markierten Produkte wird der Dlinn-
schichtscanner LB 284 (Berthold, Wildbad) eingesetzt.
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2. 16. 2. 7 Auswert::ung
Mit Hilfe der hier verwendeten HPLC- und dlinnschichtchromato-
graphischen Methode kennen I5-HETE, I5-HPETE und I5-iso-HETE
getrennt und guantitativ erfa~t werden. Die Summe der
I5-HETE- und I5-iso-HETE-Peakflachen, bezogen auf die Gesamt-
radioaktivitat, reprasentiert die GSH-Peroxidase-ahnliche
Aktivitat einer Substanz oder eines Plasmaextraktes und wird
in % Aktivitat der Referenzsubstanz Ebselen angegeben.
2.16.3 Ergebnisse und Diskussion
Diese Methode wurde entwickelt, urn den Einflu~ von Substanzen
auf die Reduktion von Hydroperoxiden direkt messen und Aussa-
gen Uber das Schicksal dieser Hydroperoxide machen zu kennen.
Es wurde mit I5-HPETE ein Substrat gewahlt, welches auch in
Kerperzellen durch die 15-Lipoxygenase und durch Autoxidation
der Arachidonsaure entstehen und Membranen und MakromolekUle
schadigen kann. Im Verlaufe des Screenings waren fUr uns
besonders solche Substanzen von Interesse, welche enzymahn-
lich unter Verbrauch von GSH die Reduktion von Hydroperoxiden
katalysierten. Solch ein Mechanismus konnte fUr Ebselen und
fUr Substanzen aus dem Ebselen-Umfeld nachgewiesen werden. Es
wurden 30 Sustanzen aus dem Ebselen-Umfeld in diesem Testmo-
dell in vitro und ex vivo bei einer Dosis von 30 mg/kg
geprUft. Abbildung 2.37 zeigt die GSH-Peroxidase-ahnliche
Aktivitat des Plasmaextraktes einer Ratte, welche mit
30 mg/kg NAT 06-489 vorbehandelt wurde. Tabelle 2.31 zeigt
den Vergleich der In-vitro- mit den Ex-vivo-Daten. Wie auf
Grund von Metabolismusstudien zu erwarten war, ist bei diesen
metabolisch nicht stabilen Substanzen eine In-vitro-/Ex-vivo-
Korrelation kaurn erkennbar.
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Abb. 2.37: GSH-Px-Aktivitiit eines Plasmaextraktes, welcher
aus einer mit NAT 06-489 behandelten Ratte nach 3 h
gewonnen wurde; SP-HPLC-Trennung der prodl1kte, die
nach 5miniitiger Inkubation von Plasmaextrakt aus
einem Kontrolltier (A) und aus dam mit NAT 06-489
behandelte Tier (B) mit 14C-15-HPETE und GSH gebil-
det wurden (experimentelle Details: siehe 2.16.2.3,
2.16.2.4 und 2.16.2.5). Die Identitiit der verschie-
denen 15-HPETE-Produkte wurde mit Hilfe von GC-MS
und N.MR nachgewiesen.
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Tab. 2.31: Wirkungen von Substanzen aus dam Ebselen-Umfeld
und der Plasmaextrakte aus mit diesen Substanzen
behandelten Ratten auf die Reduktion von 15-HPETE zu
15-HETE. Experimentelle Details siehe: 2. 1 6. 2. 3 und
2.16.2.4.
Substanz % der Ebselen GSH-Px-Mhnlichen AktivitMt
in vitro ex vivo
(10 Jl.Il101/1) (30 mg/kg)
Ebselen 100 100
NAT 02-755 3 21
NAT 02-761 53 14
NAT 02-762 220 20
NAT 02-834 0 155
NAT 06-032 0 222
NAT 06-097 307 0
NAT 06-099 51 105
NAT 06-103 31 11
NAT 06-122 55 138
NAT 06-123 89 161
NAT 06-124 53 84
NAT 06-398 262 128
NAT 06-447 0 0
NAT 06-487 40 156
NAT 06-489 16 231
NAT 06-496 47 8
NAT 06-500 4 68
NAT 06-505 179 161
NAT 06-526 320 14
NAT 06-531 10 205
NAT 06-552 10 219
NAT 06-555 13 142
NAT 06-564 n.b. 31
NAT 06-570 55 170
NAT 06-575 6 0
NAT 06-577 0 9
NAT 06-591 9 15
NAT 06-557 19 n.b.
NAT 06-561 85 51
n.b. = nicht bestimmt
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2. 1 7 Inhibi tion von Kollagenasen
Dieses Kapitel ist Bestandteil der Diplomarbeit von
Martin Beuck (Munster, 1985).
2.17.1 Prinzip des Testverfahrens nod Aussagemoglichkeit
Die Bedeutung der proteolytischen Aktivitaten, insbesondere
die der Kollagenase, fur den Abbau von Knorpelgrundsubstanz
bei rheumatoiden Arthritiden macht die Entwicklung von Pro-
tease-Inhibitoren als Therapeutika sinnvoll. Die prufung von
Substanzen bzw. Extrakten aus Orogen oder Pflanzenzellkul-
turen auf inhibitorische Wirkung auf die Kollagenase im soge-
nannten Grundscreening setzt aussagekraftige und schnell
durchzufuhrende Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der
Kollagenase voraus.
So waren im Rahmen des Projekts zunachst einmal die litera-
turbekannten Aktivitatstests zu uberprufen und notfalls so zu
modifizieren, da~ sie schnell durchfuhrbar und reproduzier-
bare Ergebnisse lieferten. Das prinzip und die experimentelle
Durchfuhrung dieser Verfahren sind im Material- und Methoden-
Teil beschrieben.
Fur die Reinigung der Kollagenase aus polymorphkernigen Leu-
kozyten (PMNL), die bei Entzundungen in gro~er Zahl in das
Entzundungsgebiet einwandern, sollte ein Reinigungsverfahren
erarbeitet und das Enzym hinsichtlich Spezifitat und kineti-
scher Daten charakterisiert werden.
Daneben sollte gepruft werden, ob bakterielle und PMNL-Kolla-
genase in ihren Eigenschaften solche Ahnlichkeit besitzen,
da~ mit Hilfe der bakteriellen Kollagenase erzielte Ergeb-
nisse auf die PMNL-Kollagenase ubertragbar sind.
2.17.2 Material nod Methoden
2.17.2.1 Material
- Elektrophoreseapparaturen:
a) SDS-Gelelektrophorese:
LKB 2001 Elektrophoresekammer (LKB, Bromma, Schweden)
Bio Rad Elektrophoresekammer (Bio Rad, Munchen)
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b) Hochspannungsgerat:
LKB 2197 Power Supply (LKB, Bromma, Schweden)
- Gerate flir Saulenchromatographie:
a) Fraktionssammler:
LKB 7000 Ultrorac (LKB, Bromma, Schweden)
b) Optische Einheit:
LKB 2089 UV Cord II (LKB, Bromma, Schweden)
c) Pumpen:
Abimed, Minipuls 2 (Abimed, Dlisseldorf)
Microperpex 2132 (LKB, Bromma, Schweden)
- pH-Me~gerat und Zubehor:
Beckman Digital-pH-Meter Modell 3500
Einstabme~kette Beckman Nr. 39520
- Spektralphotometer:
Beckman Spektralphotometer, Modell 34 (Beckman,
Mlinchen)
- Szintillationszahler:
Packard 300 C (Packard, Frankfurt a. M. )
LKB 1219 (Pharmacia/LKB, Freiburg)
- Ultraschallgerat:
Sonifier B-12 (Branson, Danburg, USA)
- Zentrifugen:
a) Klihlzentrifuge Beckman J2-21 (Beckman, Mlinchen)
b) U1trazentrifuge Beckman L8-70M (Beckman, Mlinchen)
c) Tischzentrifuge Labofuge 6000 (Heraeus, Hanau)
- Ultrafiltrationsgerate:
a) Minicon Mikrokonzentratoren (Amicon, Witten)
b) Amicon Ultrazentrifugationszelle mit den Membranen:
YM 10, Ausschlu~grenze 10.000
YM 30, Ausschlu~grenze 30.000
- Chemikalien:
Acrylamid, reinst
4-Aminophenylmercuroacetat
Ammoniumperoxodisulfat
BrCN-aktivierte Sepharose 4B
Calciumchlorid p.a.
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Serva (Heidelberg
Sigma (Taufkirchen)
Serva (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Merck (Darmstadt)
Coomassie Brilliant Blue G250
Concanavalin-A-Sepharose
Citronensaure p.a.
DEAE-Sephacel
Dextran G-250
Eichproteingemische BMW + LMW
Fluorescamin
Glycin p.a.
Gly-Tyr
Harnstoff p.a.
2-Mercaptoethanol
Mersalyl
1-0-Methyl-a-D-glucopyranosid
N,N'-Methylenbisacrylamid
Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg
Phenylmethylsulfonylfluorid
Sephacryl S-200, S-300
SDS reinst
TEMED
Trichloressigsaure
Tris
2.17.2.2 Methoden
Serva (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Merck (Darmstadt)
Pharmacia (Freiburg)
Serva (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Sigma (Taufkirchen)
Pharmacia (Freiburg)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Riedel De Haen (Seelze)
Merck (Darmstadt)
2. 1 7. 2. 2. 1. Reinigung und Charakterisierung von PMNL-
Kollagenase
2.17.2.2.1.1 Gewinnung von PMN-Leukozyten
Bei der Isolierung von Leukozyten nach Ohlsson K. (1971) wird
von einem Leukozytenkonzentrat, dem sogenannten "Buffy Coat",
ausgegangen. "Buffy Coat" ist ein Uberstand, der aus venosem
Frischblut nach vorsichtiger Zentrifugation erhalten wird.
Die Blutgerinnung wird dabei durch 10 %igen Zusatz (v/v)
einer Citratlosung (3,8 %ig an Citronensaure in 0,15 mol/l
NaCl) verhindert.
Zur Isolierung der Leukozyten werden die Erythrozyten sedi-
mentiert. Dazu wird das "Buffy Coat" mit dem gleichen Volu-
menteil eiskalter isotonischer Kochsalzlosung, die 3 % (w/v)
Dextran G250 enthalt, gemischt. Nach einer einstUndigen
Sedimentation der Erythrozyten bei 4 °c wird das Uberstehende
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Plasma mit den Leukozyten abgenommen und 8 Minuten mit
600 x g bei 4 °c (J2-21 Kuhlzentrifuge) zentrifugiert. Die im
Sediment verbleibenden Resterythrozyten wurden durch Zugabe
von 100 ml eiskalter NaCI-Losung (0,03 mol/I) hamolysiert.
Nach 20 sec wird zur Wiederherstellung der Isotonie mit
100 ml eiskalter NaCI-Losung (0,28 mol/I) versetzt und erneut
zentrifugiert (10 min mit 400 x g bei 4°C). Disser Vorgang
der osmotischen Lyse wird dreimal wiederholt, wobei die
Leukozyten anschlie~end frei von kontaminierenden
Erythrozyten sind.
Zurn Abschlu~ der Reinigung werden die Leukozyten noch viermal
mit eiskalter 0,9 %iger (w/v) NaCI-Losung gewaschen. Nach
jedem Waschvorgang wird 5 min bei 4 °c mit 110 x 9 zentrifu-
giert.
2.17.2.2.1.2 Isolierung and Exrraktion lysosomaler Granula
aus PMN-LeukozYren
Die weitere Aufarbeitung der PMN-Leukozyten erfolgte nach
einer Methode von Tschesche H. et al. (pers. Mitteilung).
Die PMN-Leukozyten werden in Tris/HCI (0,05 mol/I), pH 7,4,
NaCI (0,15 mol/I), KCI (0,025 mol/I) und MgClz (0,005 mOl/I)
im Verhaltnis Puffer : Pellet = 5 : 1 (Engelbrecht et al.
1982) resuspendiert. Die Zellsuspension wird in einem Auto-
klaven oder einer Parr-Bombe fur 15 min unter einem Druck von
4,8-5,5 MPa (48-55 bar) gesetzt. Nach schnellem Ablassen des
Druckes wird anschlie~end zur Abtrennung der Granula, Zell-
kerne und Mitochondrien von den zytoplasmatischen Proteinen
ultrazentrifugiert (L8-70M Ultrazentrifuge, 4 h bei
48.000 x g, 4°C).
Das Pellet wird nun zweimal mit Citratpuffer (0,02 mol/I),
pH 6,0, CaClz (0,005 mol/I), ZnClz (0,5 mol/I) und 0,05 %
(w/v) Brij 35 extrahiert. Die Extraktion beinhaltet die Kom-
bination von Beschallung und Homogenisation. Nach dem
Beschallen (3 min uber einen Zeitraurn von 6 min verteilt)
werden die subzellularen Strukturen in einem Potter-Elvehjem-
Homogenisator homogenisiert (10 Hube). Nach einer zweiten
Beschallung wird mit 48.000 x 9 bei 4 °c zentrifugiert (L8-
70M Ultrazentrifuge) und der unlosliche Ruckstand einer zwei-
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ten Extraktionsprozedur unterzogen. Diese wird analog zur
ersten durchgefUhrt, nur diesmal unter Zusatz von 0,1 molll
NaCI. Die beiden erhaltenen tlberstande werden vereinigt.
Anschlie~end werden die Serin-Proteasen Elastase und Kathep-
sin G irreversibel inhibiert. Die Inhibition erfolgt mit
5 romolll Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF-Losung in Dioxan),
welches unter SchUtteln zugesetzt wird. Nach einsttindiger
Inkubation bei 37°C wird denaturiertes Protein und ausgefal-
lenes PMSF durch eine 15mintitige Zentrifugation bei
2.000 x g, 4 °C (J2-21 Ktihlzentrifuge) aus der Losung ent-
fernt.
2.17.2.2.1.3 Ionenausrauschchromarographie an DEAE-Sephacel
Die Extraktionslosung wird gegen 0,05 molll Tris/HCI, pH 7,6,
0,1 molll NaCI und 0,005 mol/l CaClz dialysiert und tiber eine
gegen gleichen Puffer aquilibrierte DEAE-Cellulose-Saule
(20 x 1 cm) mit einer Flu~geschwindigkeitvon 5 ml/h 16 h
zirkuliert. Die Saule wird anschlie~endmit obigem Puffer
proteinfrei gewaschen und das Eluat durch Ultrafiltration
aufkonzentriert.
2.17.2.2.1.4 Gelfilrrarion an Sephac~l S-200
Die Vorbereitung des Saulenmaterials und die Ftillung der
Saule wird entsprechend den Angaben des Herstellers (Pro-
duktinformationen der Fa. Pharmacia Fine Chemicals) durch-
gefUhrt.
Das Saulenmaterial wird vor der Gelfiltration mit 0,05 molll
Tris/HC1-Puffer, pH 7,6, 0,5 mol/l NaCl und 0,005 mol/l caClz
aquilibriert.
Wegen der au~erst geringen Mengen Kollagenase, die fUr diesen
Reinigungsschritt zur Verftigung standen, war eine Detektion
des Proteins im Eluat tiber seine Absorption bei 280 nm nicht
moglich. Die Sephacryl S-200 Saule (10 x 700 rom) wurde des-
halb mit zwei Proteinen geeicht (Rinderserurnalburnin Mr 67.000
und Phosphorylase b Mr = 94.000), urn die Grenzen festzulegen,
innerhalb derer die Kollagenase eluiert wird.
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Die innerhalb dieser Grenzen eluierten Fraktionen wurden auf
Kollagenase-Aktivitat geprtift (s. 2.17.2.2.3.4b), vereinigt
und durch Ultrafiltration konzentriert.
2.17.2.2.1.5 Affinirarschromarographie an Kollagen-
Sepharose 4B
a) Darstellung von Kollagen-Sepharose
Die Praparation der Kollagen-Sepharose 4B erfolgte nach der,
in den Produktinformationen der Pharmacia Fine Chemicals,
beschriebenen Methode (Pharmacia). Die gefriergetrocknete
CNBr-Sepharose 4B wird 15 min in 1 mmol/l HCI gequollen. Ein
Gramm getrockneter Sepharose ergab so ein Volumen von
ca. 3,5 mI. Nach Sedimentation des gequollenen Gels werden
die Fines (Matrixbruchstticke) abgesaugt und das Gel 2mal mit
1 mmol/l HCI gewaschen. Nach der Uberftihrung des Gels in den
Kopplungspuffer (0,1 mol/l NaHC03 , 0,5 mol/l NaCI, pH=8,3)
wird sofort eine Kollagenlosung (2 mg/ml Kollagen (siehe
2.17.2.2.2.1) tiber Nacht in 0,2 mol/l Essigsaure gelost und
gegen den Kopplungspuffer dialysiert) zugesetzt. Ftir einen
Milliliter Sepharosegel werden 2 mg Kollagen eingesetzt; die
Suspension wird anschliessend 3 h bei 4 °c leicht geschlit-
telt.
Nach der Kopplungsreaktion wird das Gel sedimentiert und der
Uberstand abdekantiert. Zur Absattigung noch vorhandener
reaktiver Gruppen wird das Gel erneut mit Kopplungspuffer,
der jetzt aber zusatzlich noch 0,2 mol/l Glycerin enthalt,
versetzt. Die Suspension wird wiederum 3 h bei 4 °c vorsich-
tig geschlittelt. Zur Entfernung nicht umgesetzten Proteins
wird das Gel zunachst mit Kopplungspuffer, dann mit 0,1 mol/l
Natriumacetatpuffer, pH 4,0, 0,5 mol/l NaCI ausgiebig
gewaschen. Anschlie~end wird das Gel in den Puffer ftir die
Affinitatschromatographie tiberftihrt.
b) Durchfilhrung der Chromatographie
Die Kollagenase wurde vor der Affinitatschromatographie gegen
0,05 mol/l Tris/HCI, pH 7,6, 0,2 mol/l NaCl, 0,005 mol/l
CaClz dialysiert und durch Zusatz von 300 ~mol/l Mersalyl und
2sttindiger Inkubation bei 37°C aktiviert. Die Enzymlosung
wurde dann bei 4 °C ftir 16 h tiber die Kollagen-Sepharose-
Saule (1 x 12 cm), die mit dem gleichen Puffer aquilibriert
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war, mittels einer Sehlauehpurnpe mit einer Flu~gesehwindig­
keit von ca. 5 ml/h zirkuliert. Die Elution der Saule
(5 ml/h) erfolgte zunaehst mit dem Aquilibrierungspuffer, urn
nieht-gebundenes Protein zu entfernen (ca. 100 ml). Danaeh
wurde die Kollagenase mit dem gleichen Puffer in Gegenwart
von 0,5 mol/l NaCI eluiert (ca. 100 ml). Das Eluat wurde zur
Bestiromung der Kollagenase-Aktivitat dureh Ultrafiltration
konzentriert, gegen den Aquilibrierungspuffer dialysiert, mit
Einmalfilterhaltern (0,2 ~, Sartorius) sterilfiltriert und
naeh Aliquotierung und sehoekfrieren mit flussigem Stiekstoff
bei -20°C gelagert.
2.17.2.2.1.6 SDS-Gelelektrophorese nach Lugtenberg
Zur Kontrolle der Reinigungssehritte bei der Isolierung der
PMNL-Kollagenase und zur Bestiromung der relativen MolekUI-
masse von Kollagenase wird eine SDS-Gelelektrophorese naeh
Lugtenberg et al. (1975) in einer BioRad-Vertikalelektropho-
reseapparatur durehgefuhrt:
a) Herstellung der Gele und Probenvorbereitung
FUr die Elektrophorese werden 1,5 rom dieke Gele mit Hilfe der
in Tab. 2.32 aufgefuhrten Reagenzien hergestellt. Zur Her-
stellung des Trenngels (%T = 10,1, %C = 2,0) werden die unter
a-e angegebenen Volumina zusaromengegeben und unter Wasser-
strahlvakuum entgast. Sofort nach der Zugabe von TEMED und
Ammoniurnperoxodisulfat wird die Losung in die Polymerisa-
tionskassette gefu1lt, wobei ca. 2 em fur das Sammelgel frei-
gelassen werden. Die Polymerisation ist naeh ca. 20 min been-
det.
Das Saromelgel (%T = 3, %C = 2,6) wird in gleieher Weise mit
den in Tab. 2.33 angegebenen Volurnina hergestellt.
Zur Probenvorbereitung werden gleiehe Volumenteile der zu
untersuehenden L6sung mit dem Probenpuffer (Tab. 2.34)
gemiseht und 10 min auf 100°C erhitzt.
Ais Elektrodenpuffer wird ein Tris/HCI Puffer (25 romol/l),
pH = 8,3, 200 romol/l Glyein und 0,1 % (w/v) SDS verwendet.
Nach dem Einfullen der Proben in die Geltasehen (30-40 ~l)
wird die elektrophoretische Auftrennung 15 h bei 50 V dureh-
geflihrt.
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Die Proben im Gel werden anschliessend 2 h in 20 %iger (w/v)
Trichloressigsaure fixiert und mit frisch angesetzter Farbe-
losung (0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R - 250 in
Methanol/Essigsaure/Wasser (1:1:8, v/v) 2 h gefarbt. Entfarbt
wird dann mit einem Gemisch aus Methanol/Essigsaurel Wasser
(1:1:8, v/v) so lange, bis der untergrund klar ist.
Zur Bestimmung der relativen Moleklilmassen wird ein Eichpro-
teingemisch (Mr = 94.000 - 20.100) von Pharmacia Fine Chemi-
cals mit folgenden Proteinen verwendet:
Phosphorylase b
Rinderserumalbumin
Ovalbumin
Carbonsaureanhydrase
Trypsin-Inhibitor
Mr 94.000,
Mr 67.500,
Mr 43.000,
Mr 30.000,
Mr = 20.100.
Tab. 2.32: SDS-Gelelektrophorese nach Lugtenberg et e L,
Zusammensetzung des Trenngels (ca. 40 ml)
Reagenz Menge
a 30 % Acrylamid (w/v) 13,2 ml
b 1 % N,N'-Methylenbisacrylamid 8,0 ml
c 20 % SDS (w/v) 0,4 ml
d 2 mol/l Tris/H3P04, pH 8,8 7,5 ml
e dest. Wasser 10,5 ml
f TEMED 20 III
9 10 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v) 0,4 ml
Tab. 2.33: SDS-Gelelektrophorese nach Lugtenberg et e L,
Zusammensetzung des Sammelgels (10 ml)
Reagenz Menge
a 30 % Acrylamid (w/v) 1,0 ml
b 1 % N,N'-Methylenbisacrylamid 0,8 ml
c 20 % SDS (w/v) 50 III
d 2 mol/l Tris/H3P04, pH 6,8 625 III
e dest. Wasser 7,4 ml
f TEMED 10 III
9 10 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v) 100 III
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Tab. 2.34: SDS-Gelelektrophorese nach Lugtenberg et al.
Zusammensetzung des Probenpuffers (100 ml)
Reagenz Menge
a 2 mol/l Tris/H3P04, pH 6,8 3,1 ml
b 20 % SDS (w/v) 10,0 ml
c 0,4 % Bromphenolblau 250 III
d Glycerin 10,0 ml
e dest. Wasser 71,6 ml
f 2-Mercaptoethanol 5,0 ml
b) Auswertung
Die Laufstrecken der Markerproteine werden mit den Logarith-
men der angegebenen Molmassen mittels linearer Regressions-
analyse ausgewertet. Anhand der elektrophoretischen Lauf-
strecke der gereinigten PMNL-Kollagenase wird aus der erhal-
tenen Eichgeraden die molare Masse bestimmt.
2.17.2.2.1.7 Bestimmung des Kollagen-Spaltungsmusters von
PMNZ-Kollagenase
Kollagen (s. 2.17.2.2.2.1) wurde in 0,2 mol/l Essigsaure
gelost (2 mg/ml) und gegen 0,05 mol/l Tris/HCI, pH 7,6,
0,2 mol/l NaCl, 0,005 mol/l CaCl z dialysiert. Die gereinigte
PMNL-Kollagenase (ca. 1 ug Protein) wurde zugesetzt und nach
einer 24stlindigen Inkubation bei 37°C vom Inkubationsansatz
eine SDS-PAGE nach Lugtenberg (2.17.2.2.1.6) angefertigt. Als
Vergleich wurde eine Kollagenlosung ohne Enzymzusatz parallel
inkubiert.
2. 17. 2. 2. 2 Prapara tion und Radiomarkierung von Kollagen
2.17.2.2.2.1 Isolierung von Kollagen ~ I aus Rattenhaut
Bei der Isolierung von Kollagen Typ I aus Rattenhaut nach der
Methode von Cawston und Murphy (1979) wurde von 70 g Ratten-
haut ausgegangen - aIle Tatigkeiten wurden bei 4 °C
durchgeflihrt:
Die Haut wurde mit Eis geklihlt, von Fettgewebe befreit und in
kleine Stlicke geschnitten. Die mit Trockeneis eingefrorene
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Haut wurde in einem elektrischen Mixer moglichst fein zer-
kleinert und anschlie~end dreimal jeweils 30 min mit 1,5 I
0,9 %iger (w/v) NaCI in 0,01 mol/l Tris/HCI-puffer, pH 7,5,
extrahiert. Die Haut wurde nach jeder Extraktion durch ein
grobmaschiges Tuch filtriert und so von dem unerwlinschten
salzloslichen Kollagen abgetrennt. Zum Schlu~ wurde die Haut
noch zweimal mit eiskaltem destilliertem Wasser gewaschen.
Ftir die Extraktion des saureloslichen Kollagens wurde die
Haut in 1 I 0,5 mol/l Essigsaure mit 0,03 % Toluol suspen-
diert und tiber Nacht bei 4 DC extrahiert. Die Extraktion
wurde wiederholt und die vereinigten Extrakte 2 h bei
7.500 x g, 4 DC zentrifugiert. Zur Prazipitation des saure-
los lichen Kollagens wurde nun der Uberstand der Zentrifuga-
tion gegen 3 x 4 Liter 5 %ige (w/v) NaCI in 0,5 mol/l Essig-
saure dialysiert. Das ausgefallene Kollagen wurde durch
Zentrifugation (30 min mit 7.500 x g, 4 DC) abgetrennt und in
2-3 I 0,5 mol/l Essigsaure erneut aufgelost.
Nach einer weiteren Dialyse tiber Nacht gegen 0,5 mol/l Essig-
saure wurde das Kollagen durch Dialyse gegen 0,02 mol/l
Na2HP04-puffer (pH 7,4) prazipitiert. Der Puffer wurde dazu
mehrmals gewechselt. Nach der anschlie~enden 30mintitigen Zen-
trifugation mit 7.500 x 9 wurde das Pellet erneut in 2 I
0,5 mol/l Essigsaure aufgenommen. Eine anschliessende Prazi-
pitation erfolgte durch sukzessive Gabe von festem NaCI, bis
eine Endkonzentration von 5 % (w/v) erreicht war. Nach der
Sedimentation des Kollagens durch eine 30mintitige Zentrifuga-
tion mit 7.500 x 9 wurde das erhaltene Pellet mehrmals mit
20 %iger (w/v) NaCI-Losung gewaschen.
Nach Losung des Kollagens in 0,5 mol/l Essigsaure tiber Nacht
folgte eine Ultrazentrifugation (1 h, 30.000 x g) zur Abtren-
nung der letzten nichtloslichen Bestandteile. Der Uberstand
wurde gegen 0,1 mol/l Essigsaure dialysiert und anschliessend
lyophilisiert.
Die Reinheit des Kollagens Typ I wurde mit der SDS-Gelelek-
trophorese nach Lugtenberg (2.17.2.2.1.6) tiberprtift. Die Aus-
beute betrug 2,5 g.
Das Kollagen wurde als Lyophilisat bei -20°C unter Ausschlu~
von Feuchtigkeit gelagert. Nach der Wiederauflosung des gela-
gerten Kollagens wurde jeweils die letzte Ultrazentrifugation
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im beschriebenen Reinigungsverfahren zur Abtrennung unlosli-
cher Bestandteile wiederholt.
2.17.2.2.2.2 Radioak~iveMarkierung des Kollagens durch
Ace~ylierungmi.t: 3H- Es sigsaureanhydrid
FUr die Markierung wurden 20 mg lyophilisiertes Kollagen (s.
2.17.2.2.2.1) Uber Nacht unter leichtem RUhren bei 4 °C in
10 ml 0,01 % (vlv) Essigsaure gelost.
Kurz vor der Acetylierung wurde die Kollagenlosung mit
1 mol/l KzHP04-Losung auf pH 8-9 titriert. 100 ~Ci des in
Benzol gelosten 3H-Es sigsaureanhydrids (spez. Aktivitat:
100 mCi/mmol, 1 mCi/mg) wurden langsam in die gerUhrte Kolla-
genlosung getropft. Die Reaktion war ca. 1 h nach der letzten
Essigsaureanhydridzugabe beendet.
Die Kollagenlosung wurde jetzt mit Eisessig wieder auf pH 4,0
zurUcktitriert und anschlie~end so lange gegen 0,01 %ige Es-
sigsaure dialysiert, bis die Radioaktivitat im Dialysewasser
auf die Untergrundstrahlung abgefallen war.
Das 3H-Kollagen wurde lyophilisiert und anschliessend bei
-20 °C aufbewahrt.
Bei der radioaktiven Markierung von Kollagen mit 3H-Es sigsau-
reanhydrid wurde folgendes Ergebnis erzielt:
Eingesetzte Menge an Kollagen
Spezifische Aktivitat des
markierten Kollagens
Einbaurate des (3H)-ACzO
20 mg
8,8 x 10 5 dpm/mg
8 %
Der Lysingehalt des Kollagens wurde nach Eastoe (1967) auf
4 % veranschlagt; damit ergibt sich ein Markierungsgrad von
ca. 1 %, d.h., ca. 1 % aller NHz-Gruppen sind acetyliert.
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2.17.2.2.2.3 Isolierung von 14C-Kollagen ~ I aus Ra~tenhaut
Zur Gewinnung eines "in vivo" radioaktiv markierten Kollagen-
Substrates wurde Ratten 14C- Gl yc i n injiziert.
Flinf Ratten wurden insgesamt 250 ~Ci 14C- Gl yc i n (spez. Akt.
126 mCi/mmol) intraperitoneal appliziert. Flinf Tage spater
wurden die Ratten getotet, rasiert und enthautet.
Der weitere Aufarbeitungsgang der Kollagenisolierung wurde
wie unter 2.17.2.2.2.1 beschrieben durchgeflihrt.
2.17.2.2.3 Vorschriften zurAktivitatsbestimmung von
Kollagenasen
2.17.2.2.3.1 Lederblau-Test
Das Prinzip dieses Kollagenase-Tests beruht auf der Freiset-
zung von Peptid-gebundenem Farbstoff aus unloslichem Leder-
pulver.
1) Enzympuffer
0,05 mol/l Tris/HCI, pH 7,5, 0,15 mol/l NaCI, 0,005 mol/l
CaCl2, 0,2 % (w/v) BSA
2) Substratpuffer
0,05 mol/l Tris/HCI, pH 7,5, 0,15 mol/l NaCI, 0,003 % Tri-
ton X 100
3) Enzymlosung
1,67 mg Kollagenase, Clostridium histolyticum, Typ VII
(Sigma) in 50 ml Enzympuffer
4) Substratlosung
Hide-Power-Azure (Sigma), 50 mg/ml Substratpuffer
Zur Durchflihrung des Enzymtests werden folgende Losungen in
ein Eppendorf-Reaktionsgefa~pipettiert und im Anschlu~ daran
6 h bei 37 °c inkubiert:
Enzymlosung
Substratlosung
Inhibitorlosung
30 ~l
150 ~l
200 ~l
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Nach der Inkubation wird die Reaktion mit 1 ml eiskaltem Was-
ser abgestoppt und die Reaktionsgefa~e nach Schutteln 10 min
in einer Eppendorf-Zentrifuge (Mikrofuge 12, Beckman) zentri-
fugiert. Von dem Uberstand wird die Extinktion bei 595 nm
gegen den Leerwert (ohne Enzym) bestimmt.
2.17.2.2.3.2 Synthetische Peptidsubstrate
Das Prinzip dieses Enzymtests beruht auf der Reaktion von
Fluorescamin mit den durch proteolytische Spaltung von einem
Peptidsubstrat freigesetzten Aminogruppen zu einer fluores-
zierenden Verbindung. Fur den Test werden folgende Losungen
verwendet:
1) Substratstammlosung: 500 ~mol/l
DNP-Pro-Leu-Gly-Ile-Ala-Gly-Arg-NHz' Mr = 848, wird in
einer Konzentration von 0,424 mg/ml in 0,1 mol/l Tris/HCI-
Puffer, pH 7,6, der 0,005 mol/l CaClz enthalt, gelost.
2) "Stoppuffer": 0,2 mol/l Phosphatpuffer, pH 6,8:
0,2 mol/l Losungen von NaHzP04 und NazHP04 in dest. Wasser
werden in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt und eiskalt
gelagert.
3) Fluorescamin-Reagenz: (0,36 mmol/l)
10 mg Fluorescamin werden in 100 ml mit wasserfreiem CaClz
getrocknetem Aceton gelost. Die Farbstofflosung kann meh-
rere Tage verwendet werden.
Nachfolgende Losungen werden fur den Enzymtest in ein Eppen-
dorf-Reaktionsgefa~pipettiert:
35 III PMNL-Kollagenase
35 III Substratpuffer oder
Inhibitorlosung
70 III Substratlosung
140 ~l Gesamtvolumen
Vor Beginn der Inkubation werden dem Inkubationsansatz 40 ~l
entnommen und mit 2 ml eiskaltem Stoppuffer versetzt. Der
Testansatz wird dann 60 min bei 37°C inkubiert und erneut
ein 40-~1-Aliquotmit 2 ml Stoppuffer versetzt. Zur Fluores-
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zenzmarkierung werden die Proben dann mit 1 ml Fluorescamin-
reagenz versetzt und nach kraftigem Schutteln sofort im Fluo-
reszenzphotometer gemessen: Anregung mit 390 nm, Emissions-
messung bei 475 nm. Als Spaltbreite wird fur die Anregung
3 nm, fur die Emission 10 nm gewahlt. Die Differenz der
gemessenen Fluoreszenzintensitaten wird als relatives Ma~ fur
die Enzymaktivitat eingesetzt.
2.17.2.2.3.3 Bestimmung der Enzymaktivitat bakterieller
Kollagenase mi t Kollagen als subetirat:
Das Prinzip dieses Enzymtests beruht auf der Reaktion von
Fluorescamin mit den durch proteolytische Spaltung von Kolla-
gen freigesetzten Aminogruppen zu einer fluoreszierenden Ver-
bindung. Fur den Test werden folgende L6sungen verwendet:
1) Enzym- und Substratpuffer
0,1 mol/l Tris/HCl, pH 7,4, 0,05 mol/l CaClz
2) Substratl6sung: Kollagen (6,7 ~mol/l)
Kollagen (Mr = 300.000) aus Rattenhaut (s. 2.17.2.2.2.1)
wird in einer Konzentration von 3 mg/ml in 0,2 mol/l
Essigsaure uber Nacht gel6st und anschlie~end gegen den
oben angegebenen Tris-Puffer dialysiert. Durch Verdunnen
mit dem gleichen Puffer wird eine Kollagenkonzentration
von 2 mg/ml eingestellt. Zur Klarung der L6sung wird
anschliessend eine lstundige Zentrifugation mit 23.000 x 9
durchgefuhrt.
3) Enzymlosung: bakterielle Kollagenase (14 ~mol/l)
Als Staroml6sung wird eine L6sung von Clostridium-
histolyticum-Kollagenase (EC 3.4.24.3) mit
EZBO = 0,14 (ca. 0,1 mg/ml) in Tris-Puffer hergestellt.
4) "Stoppuffer": 0,2 mol/l Phosphatpuffer, pH 6,8:
0,2 mol/l L6sungen von NaHzP04 und NazHP04'in dest. Wasser
werden in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt.
5) Fluorescamin-Reagenz: (0,36 romol/l)
10 mg Fluorescamin werden in 100 ml mit wasserfreiem CaClz
getrocknetem Aceton gel6st. Die Farbstofflosung kann so
mehrere Tage verwendet werden.
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6) Inhibitorlosungen
Jeder Inhibitor wird in einem kleinen Volumen (200-300 ~l)
Methanol oder Dioxan vorgelost und dann mit 0,1 % (w/v)
Triton X 100 auf das der gewlinschten Konzentration ent-
sprechende Volumen aufgefullt.
Fur den Enzymtest werden die nachfolgend aufgefuhrten Losun-
gen in ein eisgekuhltes Eppendorf-Gefa~ pipettiert:
75 ~l Kollagenasestamm1osung, 1:1 mit
Enzympuffer verdunnt
75 ~l Inhibitorlosung bzw. 0,1 % (w/v)
Triton X 100 (als Kontrolle)
150 ~l Kollagenlosung
300 ~l Gesamtvolumen
Aus den Eppendorf-Gefa~enwerden zu Beginn zwei 40 ~l Proben
entnommen und in je 2 ml eiskalten Phosphatpuffer
(0,2 mol/l), pH 6,8, gegeben. Nach der 3stundigen Inkubation
bei 30°C wird dieser Vorgang wiederholt.
Zur Fluoreszenzmarkierung werden die Proben mit 1 m1 Fluores-
camin-Reagenz versetzt und sofort kraftig geschuttelt. Die
fluoreszierende Verbindung ist nur wenige Stunden stabil,
deshalb wird die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat der
Probe direkt durchgefuhrt.
Die Fluoreszenz wird mit der Wellenlange Ex lambda = 390 nm
angeregt, die Fluoreszenzemission bei Em lambda = 475 nm
detektiert. Als Spaltbreite wirdfur die Anregung 3 nm, fur
die Emission 10 nm gewahlt.
2.17.2.2.3.4 Bes~immung der Ak~ivi~a~ der PMNZ-Kollagenase
mi.t: xedi.oaktii»: markiertem Kollagen als Subs~ra~
a) Fibrillen~est nach Cawston und Barrett (1979)
Dieser Enzymtest macht sich die Aggregationseigenschaften
(Fibrillenbildung) des Kollagens zunutze. Nicht abgebautes
Substrat wird nach der Inkubation in Gegenwart von Kollage-
nase abzentrifugiert, die Radioaktivitat im tlberstand (Spalt-
produkte) stellt dann ein Ma~ fur die Kollagenase-Aktivitat
dar. Fur den Enzymtest werden nachfolgende Losungen in ein
- 157 -
Eppendorf-Reaktionsgefa~en pipettiert und anschlie~end 20 h
bei 37 °c inkubiert:
50-150 ~l Kollagenaselosung
50-150 ~l 50 romol/1 Tris/HC1, pH 7,6,
15 romo1/1 CaC1Z'
100 ~l radioaktive Kollagenlosung
(aus 2.17.2.2.2.2 oder 2.17.2.2.2.3)
(1 mg/m1) in 50 romo1/l Tris/
HC1, pH 7,6, 0,2 mol!l NaCl
300 ~l Gesamtvolumen
Nach der Inkubation wird das ~ppendorf-Gefa~ 10 min bei
10.000 x 9 zentrifugiert und von einer 200 ~l-Probe des Uber-
standes die Radioaktivitat bestiromt.
Als Kontrollproben werden Inkubationsansatze ohne Enzym bzw.
mit 10 ~g bakterieller Kollagenase (fur den Totalabbau)
parallel inkubiert.
b) Fibrillentest nach Terata und Nagai (1976)
Terata und Nagai inkubieren Enzym und radioaktiv markiertes
Kollagen in Gegenwart von 1 mol!l Glucose. Glucose verhindert
die Fibrillenbildung des Kollagens. Nach der Inkubation er-
folgt die Trennung von Substrat und Spaltprodukten durch eine
selektive Fallung des nativen Kollagens mit 50 % (v!v)
Dioxan. Nach der Zentrifugation wird wiederum die
Radioaktivitat im Uberstand bestiromt:
Radioaktives Kollagen (aus 2.17.2.2.2.2 oder 2.17.2.2.2.3)
wird in einer Konzentration von 4 mg!ml in 0,005 mol!l Essig-
saure gelost. Diese Kollagenlosung wird mit dem gleichen
Volumen 0,1 mol!l Tris!HCl-Puffer, pH 7,8, der 0,4 mol!l
NaCl, 0,01 mol/l CaClz und 1 mol/l Glucose enthalt, versetzt.
200 ~l Substratlosung werden mit dem gleichen Volumen der
Enzymlosung tiber Nacht bei 35 °c inkubiert. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 20 ~l 80 romol/l 1,10-o-Phenanthrolin in 50 %
(v/v) Dioxan gestoppt. Der Reaktionsansatz wird zur Denatu-
rierung der Reaktionsprodukte noch weitere 60 min inkubiert.
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Anschlie~end werden 400 ~l Dioxan der Losung zupipettiert,
die nach kraftigem Schlitteln 10 min in der Beckman-Microfuge
zentrifugiert wird. Von einer 500 ~l-Probe des Uberstandes
wird die Radioaktivitat bestimmt.
Die Enzymaktivitat der Kollagenase wird wie folgt definiert:
eine Einheit (U) entspricht der Enzymmenge, die in einer
Stunde bei 35°C 1 ~g radioaktiv markiertes Kollagen hydro-
lysiert. Die Menge des hydrolysierten Kollagens wird durch
Radioaktivitatsmessung im Szintillationszahler bestimmt.
2.17.3 Ergebnisse und Diskussion
2.17.3.1 Isolierung und Reinigung von Kollagenase aus
polymorphkernigen Leukozyt;en
Die Isolierung und Reinigung der PMNL-Kollagenase wurde mit
den unter 2.17.2.2.1.1-7 beschriebenen Methoden durchgeflihrt.
Sie urofa~te eine Ionenaustauschchromatographie, Gelfiltration
und Affinitatschromatographie an Kollagen-Sepharose. Das
experimentelle Vorgehen ist in den Ubersichtsschemata der
Abbildungen 2.38 - 2.40 dargestellt.
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"Buffy Coat"
Sedimentation der Leukozyten in
Dextran-G-250-Losung
Pellet
(Erythrozyten)
tlberstand
(lysierte Erythrozyten)
tlberstand
(lysierte Erythrozyten)
tlberstand
(Proteine des Zytosols)
tlberstand
(Leukozyten, Thrombozyten
Erythrozyten)
osmotischer Schock
Zentrifugation
Pellet
(Leukozyten)
Waschungen
Zentrifugation
Pellet
(Leukozyten)
Zerstorung der
Leukozyten im
Autoklaven,
Ultrazentrifugation
Pellet
(Zelltrlimmer, Zellorga-
nellen, Granula)
Abb.2.38: Praparation der Granula und anderer subzellularer
Strukturen aus polymorphkernigen Leukoz~en
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Zellorganellen
(inklusive Granula)
Ultrabeschallung
Homogenisierung
Zentrifugation
tlberstand 1
tlberstand 2
Vereinigung
Granulaextrakt
Pellet
Ultrabeschallung
Homogenisierung
Zentrifugation
Pellet
(wird verworfen)
Abb. 2.39: Extraktion der Enzyme aus Granula und anderen
subzellularen Strukturen
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PMSF-behandelter Granulaextrakt
l
Ionenaustauschchromatographie
an DEAE-Sephacel
J
nicht an DEAE bindende Proteine
1
Gelfiltration
der latenten Kollagenase
J
Aktivierung mit Mersalyl
!
Affinitatschromatographie
an Kollagen-Sepharose 4B
gereinigte aktive PMNL-Kollagenase
Abb. 2.40 Reinigung der PMNL-Kollagenase
Ausgangsmaterial fUr die Reinigung der Kollagenase waren
polymorphkernige Leukozyten, welche aus "Buffy Coat" gewonnen
wurden. Nach der Freisetzung der Enzyme aus den Granula i~t
die sofortige Inhibition der Serin-Proteasen Elastase und
Kathepsin G mit PMSF besonders wichtig, da hier nicht naher
beschriebene Vorversuche zur Stabilitat latenter und aktiver
Kollagenase gegenUber Elastase zeigten, da~ beide Kollagena-
sen gleicherma~en empfindlich auf die proteolytische Einwir-
kung von Elastase reagieren. Bei einer Inkubation aquimolarer
Mengen von Kollagenase und Elastase bei 37 °C ist schon nach
15 min ein Verlust der Kollagenase-Aktivitat von etwa 60 % zu
verzeichnen. Nach Murphy (1980) befinden sich in den azuro-
philen Granula "hohe Konzentrationen" Elastase und Kathep-
sin G.
- 162 -
Bei der anschliessenden Ionenaustauschchromatographie erfolg-
te eine Trennung von latenter und aktiver Kollagenase, da nur
die aktive Form an das DEAE-Sephacel gebunden wird. Bei den
ersten Reinigungsversuchen wurde die Kollagenase bereits nach
der Behandlung mit PMSF durch Mersalyl aktiviert. Eine Akti-
vierung zu diesem Zeitpunkt ist jedoch verfrUht, da das Enzym
dann zusammen mit gro~en Mengen Fremdprotein (ca. 90 % des
aufgetragenen Proteins) an DEAE-Sephacel gebunden wlirde. Die
Detektion des Enzyms im Eluat des mit einem Salzgradienten
eluierten DEAE-Sephacels erwies sich wegen der au~erst gerin-
gen Enzymkonzentrationen als sehr schwierig. FUr die weitere
Reinigung der Kollagenase wurde daher ausschlie~lich das
nicht an DEAE-Sephacel bindende latente Enzym verwendet und
die Aktivierung erst vor der Affinitatschromatographie an
Kollagen-Sepharose durchgefUhrt.
Mit dem nicht an DEAE-Sephacel gebundenen Protein wurde nach
Aufkonzentrierung durch Ultrafiltration eine Gelfiltration an
Sephacryl S 200 durchgefUhrt. Um die Position der Kollagenase
im Elutionsdiagramm zu ermitteln, wurde die Saule mit zwei
geeigneten Marker-Proteinen (Phosphorylase b, Mr = 94.000 und
Rinderserumalbumin Mr = 67.000) geeicht. Die Fraktionen die-
ses Molekulargewichtsbereiches wurden auf KOllagenase-Aktivi-
tat nach Cawston und Barrett (1979) geprUft, wobei die Spal-
tung des Kollagens mit Hilfe des SDS-Gelelektrophorese nach-
gewiesen wurde (siehe auch Abb. 2.44). Die Variante des
Kollagenase-Aktivitatstests nach Terato und Nagai
(2.17.2.2.3.4b) erwies sich fUr die Detektion des relativ
geringen Kollagenase-Aktivitaten als zu unempfindlich.
Das in Abbildung 2.41 dargestellte Elutionsprofil der laten-
ten Kollagenase nach Gelfiltration an Sephacryl S200 zeigt,
da~ die Kollagenase deutlich von der gro~ten Menge enzyma-
tisch nicht-aktiven Proteins abgetrennt wurde.
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Abb. 2.41: Ein reprasentatives Elutionsprofil der Kollagenase
naeh Gelfiltration an Sephaeel S 200.
Saule: 1,6 x 75 em
Mobile Phase: 0,05 mol/l TrislHC1, pH 7,6,
0,5 molll NaCl,
0,005 molll CaC1 2Flu~rate: 5 mllh
P: Phospho~lase b: Mr=94.000BSA: Rinderserum-Albumin: Mr=67.000Fraktionen mit Kollagenase-Aktivitat
Die Kollagenase-Aktivitat enthaltenden Fraktionen der
Gelfiltration wurden nach Konzentrierung durch
Ultrafiltration und Aktivierung mit Mersalyl
affinitatschromatographisch. an Kollagen-Sepharose gereinigt.
Die Aktivierung des Enzyms ist erforderlich, da nur die
aktive Kollagenase an die Kollagen-Sepharose-Matrix bindet.
Bei der Elution der Kollagenase mit Puffer erh6hter Ionen-
starke wurde nicht fraktioniert, da eine Detektion des Enzym-
proteins durch Absorption bei 280 nm wegen der geringen
Enzymkonzentration nicht moglich ist. Nach Konzentrierung
durch Ultrafiltration wurde die Kollagenase-Praparation mit
Hilfe der SDS-Gelelektrophorese nach Lugtenberg et al. (s.
2.17.2.2.1.6) charakterisiert. Die relative Molekulmasse der
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PMNL-Kollagenase wurde von Murphy (1980) mit Mr = 68.000
(Gelfiltration an Ultrogel AcA 34) und von Macartney (1983)
mit Mr = 64.000 (SDS-PAGE) angegeben. Die molare Masse unse-
rer EnzymprMparation wurde mit 65.000 g/mol bestimmt
(Abb. 2.42). Als Referenzsubstanz wurde eine Eichproteinmi-
schung fur den Molekulargewichtsbereich von Mr = 20.100 -
Mr = 94.000 eingesetzt (Abb. 2.43) .
,
it
--i~o~-- .....II!IIII'---
•
•
1 2 3 4 5
Abb. 2.42: SDS-Geieiektrophorese (SDS-PAGE) nach Lugtenberg
et si, (1975)
SDS-PAGE: Trenngei: lisT = 10,1,' lIsC = 2,0;
Sammeigei: lisT = 3,0, lIsC = 2,6
Proben: 1. Kaiibrationskit BMW
2. Kalibra tionski t LMW
3. Nach Ammoniumsuifatfaiiung
4. DEAE-Eiuat
5. aktive Kal.Leqenaee nach
Affinitatschromatographie
an Koiiagen-Sepharose
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Abb. 2.43: Standardkurve zur Molekulaxmassenbestimmung nach
des: Methode nech Weber und Osborn, 1969
Kalibrierungsproteine (0):
Phosphorylase b (P)
Rinderserum-Albumin (BSA)
Katalase (K)
Ovalbumin (Ov)
Laktatdehydrogenase (L)
Trypsininhibitor (T)
PMNL-Kollagenase (e)
Zurn Nachweis der fUr Saugetierkollagenasen typischen Spaltung
von Kollagen in ein 3/4 gro~es TCA- und ein 1/4 gro~es TCB-
Stuck, wurde Kollagen mit der gereinigten PMNL-Kollagenase
inkubiert. Das beobachtete charakteristische Bandenmuster
(Abb. 2.44) zeigt, dap es sich bei der gewonnenen einheitli-
chen Proteinfraktion tatsachlich urn ein kollagenolytisches
Enzym handelt. Tabelle 2.35 fapt die Ausbeuten der
verschiedenen Reinigungsschritte einer typischen
Kollagenasepraparation zusammen.
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Abb. 2.44: SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von Kollagen
7YP I nech enzymatischem Abbau mit PMNL-Kollagenase
SDS-PAGE: Trenngel: %T = 7,7, %C = 2,6
Sammelgel: %T = 3,1, lIsC = 2,6
Proben: 1. Kollagen ~ I
2. Kollagen ~ I nach Inkubation mit
PMNL-Kollagenase
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Tab. 2.35: Reinigung der Kollagenase aus PMN-Leukozyten
Die Praparation der Kollagenase erfolgte wie in den
Schemata der Abb. 2.38-2.40 beschrieben. Die Bestim-
mung der Enzymaktivitat basierte auf der Methode von
Terato et al. (1976). 0,2 ml der Losung von 14C-mar-
kiertem Kollagen, welche 1 molll Glukose enthielt,
wurde mit 0,2 ml der Enzympraparation bei 35°C fur
verschiedene zeitraume inkubiert. Die enzymatische
Reaktion wurde durch Zusatz von 20 ~l einer
80 mmolll o-Phenanthrolinlosung (gelost in 50 Vol%
Dioxan) und einer anschliessenden 60minutigen Inku-
bation bei 35°C gestoppt. Bei Raumtemperatur
(22-28 °C) wurden die Degradationsprodukte nach
Zusatz von 0,4 ml Dioxan und kraftigem Schutteln
extrahiert, bei 3000 x g fur 10 Min. zentrifugiert
und die Radioaktivitat von 0,5 ml des Oberstandes
nach Zusatz von 10 ml Szintillator (Instagel II,
Packard, Frankfurt) im Flussigszintillationszahler
quantifiziert. Eine Einheit (UJ ist definiert als
die Menge Enzym, welche 1 ~g 1 C-Kollagen in 1 h bei
35 °Chydrolysiert. Die Proteinbestimmung erfolgte
mit der Methode nach Lo~ et al. (1951).
Reinigungs- Gesamt- Aktivitlit spezifische Reinigungs-
schritt protein Aktivitlit faktor
[mg) [mU) [mU/mg)
Granulozyten- 220 263 1,2 1
extrakt
DEAE-Eluat 24,2 190 7,9 7
S 200-Eluat 1,4 170 121 100
Kollagen-Sepha- 0,4 169 423 350
roseeluat
2.17.3.2 Aktivitatstests und Ergebnisse zur P~Kollagenase
Die beschriebenen Testverfahren zur Kollagenase-Aktivitatsbe-
stimmung mittels Lederblau als Substrat wurden schon seit
langer Zeit fUr das Screening potentieller Inhibitoren einge-
setzt (s. 2.17.2.2.3.1). Da die Prlifung aber routinema~ig mit
bakterieller Kollagenase durchgefUhrt wurde, stellt sich die
Frage, ob Inhibitoren dieses Enzyme zwangslaufig auch Hemmer
des. Enzyms aus polymorphkernigen Leukozyten sind, welches fUr
die Bindegewebs- und Knorpeldestruktion bei rheumatoiden
Arthritiden verantwortlich ist. Aus diesem Grund war es
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notwendig, Kollagenase aus polymorphkernigen Leukozyten zu
gewinnen, zu reinigen und einige im Routinescreening als
inhibitorisch wirksam befundene Verbindungen auf ihren Ein-
flu~ auf das Leukozyten-Enzym hin zu untersuchen. Die Ergeb-
nisse kennen wie folgt zusammengefa~twerden:
Unbedingte Voraussetzung fUr die Reinigung eines Enzyms ist
das Vorhandensein eines spezifischen und reproduzierbare
Ergebnisse liefernden Aktivitatstests. Die bisher fUr Kolla-
genasen in der Literatur beschriebenen Methoden der Aktivi-
tatsbestimmung, die auf der Spaltung von Kollagen, chemisch
modifiziertem Kollagen oder synthetischen Oligopeptiden und
anschlie~enderQuantifizierung der Hydrolyseprodukte beruhen,
wurden daher unter den eben genannten Gesichtspunkten einer
kritischen Prlifung unterzogen. FUr die PrUfung von Kollagen
auf Brauchbarkeit als Substrat wurden zwei auf unterschiedli-
che Art und Weise radioaktiv markierte Kollagen-Praparationen
im Hinblick auf ihre Fahigkeit zur Fibrillenbildung miteinan-
der verglichen. Sowohl das mit 3H-Acetanhydrid acetylierte
Kollagen als auch das in vivo durch Inkorporation von 14C_
Glycin radioaktiv markierte Kollagen zeichneten sich durch
eine sehr schlechte Fibrillenbildung aus, so da~ nicht hydro-
lysiertes Kollagen und Kollagen-Spaltprodukte sich durch Zen-
trifugation nicht ausreichend voneinander trennen lie~en.
Dieses Phanomen ist literaturbekannt (Harris und Vater,
1980). Gisslow und McBride (1975) und Terato et al. (1976)
entwickelten Verfahren fUr die selektive Prazipitation des
nicht hydrolysierten Kollagens. Die Prazipitation mit Phos-
phorwolframsaure erwies sich allerdings nur fUr die Assays
mit bakterieller Kollagenase als brauchbar, da die beiden
gre~eren Kollagen-BruchstUcke, die durch Katalyse der PMNL-
Kollagenase entstehen, ebenfalls prazipitiert werden. Bei der
Fallung mit Dioxan (s. 2.17.2.2.3.4b) blieben die Spaltpro-
dukte jedoch nach zentrifugation im Uberstand, so da~ diese
Prazipitationsmethode fUr die Bestimmung der Aktivitat der
PMNL-Kollagenase wahrend der Isolierung und Reinigung ange-
wendet wurde.
Da die bisher synthetisierten literaturbekannten Oligopeptid-
Substrate der Kollagenase keine helikale Struktur besitzen
und somit auch durch andere Proteasen - z.B. Gelatinase (J.
Fedrowitz, Universitat Bielefeld, persenliche Mitteilung) -
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gespalten werden kennen, sind diese Substrate ausschlie~lich
fUr Untersuchungen mit gereinigter Kollagenase geeignet.
Beide geprUften Peptide der Struktur DNP-Pro-Leu-Gly-Ile-Ala-
Gly-Arg-NHz und Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg erwiesen sich als
durch bakterielle Kollagenase spaltbar, wahrend durch die
PMNL-Kollagenase nur das zuerst genannte Peptid hydrolysiert
werden konnte (s. 2.17.2.2.3.2).
Von den im Screening mit bakterieller Kollagenase und Leder-
blau gefundenen Inhibitoren wurden exemplarisch drei heraus-
gegriffen, urn die Frage zu beantworten, ob Inhibitoren der
Clostridiurn-histolyticurn-Kollagenase auch gleichzeitig Inhi-
bitoren der PMNL-Kollagenase sind. Tabelle 2.36 zeigt die
inhibitorische Wirkung von Ebselen, NAT 02-634 und NAT 02-636
auf die Kollagenase-katalysierte Hydrolyse von Lederblau. Da
Lederblau aufgrund seiner polymeren Struktur und Unleslich-
keit nur ungenUgende Qualitaten als Substrat aufweist - keine
definierten Substratkonzentrationen, Notwendigkeit langer
Inkubationszeiten -, kennen mit diesem Substrat keine Aussa-
gen Uber die Art der Inhibition gemacht werden. Untersuchun-
gen mit Kollagen bzw. dem synthetischen Peptid der Struktur
PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg zeigten, da~ NAT 02-634 und
NAT 02-636 kompetitive Inhibitoren der bakteriellen Kolla-
genase sind. Gegenliber Kollagen als Substrat wurde fUr
NAT 02-634 eine Inhibitionskonstante von 30-35 ~ol/l, fUr
NAT 02-636 ein Ki-Wert von 25-30 ~ol/l ermittelt; in Gegen-
wart des synthetischen Peptids als Substrat betrugen die Ki-
Werte 75 bzw. 82 ~ol/l. FUr NAT 02-634 sind die Ergebnisse
der kinetischen Untersuchungen in der Abbildungen 2.45 und
2.46 dargestellt.
Da der Inhibitionstyp von Ebselen bei Verwendung von Kollagen
als Substrat nicht eindeutig ermittelt werden konnte, wurden
die meisten Untersuchungen mit dem synthetischen Peptid der
eben genannten Struktur gemacht. Dabei zeigte Ebselen ein
vollig unerwartetes Verhalten: Bis zu einer Inhibitorkonzen-
tration von 100 ~mol/l wurde kaurn eine Inhibitionswirkung
beobachtet. Erst nach einer 20minUtigen Vorinkubation von
bakterieller Kollagenase und Inhibitor bei 30 DC entwickelte
sich die maximale Hemmwirkung des Ebselens (Abb. 2.47). Daher
wurden fUr die folgenden Untersuchungen Enzym und Inhibitor
vor der Aktivitatsbestimmung 20 min bei 30 DC vorinkubiert.
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Die Abbildung 2.48 zeigt in einem Lineweaver-Burk-Diagramm
den Substrateinflup auf die Inhibitionswirkung von Ebselen.
Der Verlauf der Geradenschar weist auf den Typ einer
nichtkompetitiven Hemmung hin, da der Ki-Wert nahezu konstant
blieb und vrnax kleiner wurde. Vermutungen, dap die Inhibition
auf einer Reaktion von Ebselen mit einer SH-Gruppe des Enzyms
beruht, konnten nicht bestatigt werden. Das Ebselen-
inhibierte Enzym ist durch Gelfiltration wieder voll
reaktivierbar~ die Elektronenspektren des Ebselens zeigten
nicht die charakteristischen Veranderungen die nach Reaktion
von Ebselen mit einem Mercaptan auftreten.
Urn zu prlifen, ob die drei genannten und charakterisierten
Inhibitoren der Clostridium-histolyticum-Kollagenase auch
inhibitorische Aktivitat gegenliber der PMNL-Kollagenase auf-
wiesen, wurden diese Substanzen bis zu einer Konzentration
von 1 mmol/l in Gegenwart von gereinigter PMNL-Kollagenase
und dem Peptid der Struktur DNP-Pro-Leu-Gly-Ile-Ala-Gly-Arg-
NHz inkubiert und die Hydrolysegeschwindigkeit durch Bestim-
mung der freigesetzten Aminogruppen mit Hilfe von Fluoresca-
min bestimmt. AIle 3 Substanzen zeigten keinerlei inhibitori-
sche Wirkung auf die Aktivitat der PMNL-Kollagenase. Diese
Ergebnisse machen deutlich, dap die im Screening gefundenen
Inhibitoren der bakteriellen Kollagenase nicht auch automa-
tisch Inhibitoren der PMNL-Kollagenase sind. Das bedeutet,
dap nur unter Verwendung von PMNL-Kollagenase bei der ersten
orientierenden Prlifung von Substanzen wirksame Verbindungen
gefunden werden konnen.
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Tab. 2.36: Inhibition der Aktivitat von Kollagenase aus
Clostridium histol~icum durch Ebselen, NAT 02-634
und NAT 02-636
Alle Experimente wurden wie von Rinderknecht et e I ,
(1968), beschrieben durchgefilhrt. 15 mg Lederblau
wurden mit den angegebenen Substanzkonzentrationen
in Gegenwart von 0, 1 Einhei ten des Enzyms in
0,05 mlll Tris Puffer (pH 7,4), welcher 5 %
Methanol, 0,1 % Polyenylphosphatidylcholin und
0,15 molll CaC12 enthielt, 6 h bei 37 °C inkubiert.Nach Zentrifugation wurde die Absorption des
Uberstandes bei 595 nm in einem Spektralphotometer
(Beckman, Modell 34) bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte aus zwei Bestimmungen.
Substanz
NAT 02-634
NAT 02-636
Ebselen
Konzentration Inhibition
[mol/l] [% VS. Kontrolle]
100 94,0
30 89,7
10 57,2
100 92,S
30 87,6
10 57,6
100 49,3
30 12,7
10 0,5
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Abb. 2.45: Graphische Auftragung der enzymatischen Kollagen-
hydrolyse in Gegenwart von NAT 02-634 nach Linewea-
ver-Burk.
Kollagen ~ I wurde in 0,2 molll Essigsaure gelost
(3 mglml) und anschliessend gegen 0,1 molll
Tris1HC1, 0,05 molll CaC12, pH 7,4, dialysiert. DieKonzentration des Kollagens wurde auf 2 mglml mit
selbigem Puffer eingestellt und in den angegebenen
Konzentrationen eingesetzt. Die Kollagenlosungen
wurden mit 75 ~l Kollagenaselosung (Clostridium
histol~icum, 7 ~molll in obigem Puffer) und 75 ~l
Inhibitorlosung, welche 0,1 % Triton X-lOa (Endkon-
zentration in 300 ~l) enthielt, 3 h bei 30 °C inku-
biert. Die anschliessende Fluoreszenzmarkierung von
jeweils 40 ~l der Proben erfolgte durch Zusatz von
1 ml Fluorescaminlosung (0,1 mglml Aceton). Die
Fluoreszenz wurde nach Anregung bei 390 nm bei einer
Emissionswellenlange von 475 nm bei 20 °C bestimmt.
a ~molll NAT 02-634 ( + )
50 ~molll NAT 02-634 ( ¢ )
100 ~molll NAT 02-634 ( • )
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Abb. 2.46: Graphische Auftragung der enzymatischen Hydrolyse
des synthetischen peptids PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Ar~
in Gegenwart von NAT 02-634 nach Lineweaver-Burk.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zur
Abb. 2.45 beschrieben, durchgefiihrt, wobei das syti-
thetische Peptid als Substrat diente (1 mmol/l) und
die Konzentration der Kollagenaselosung 1 ~mol/l bei
einer Inkubationszeit von 5 Min. betrug.
o ~mol/l NAT 02-634 ( 0 )
25 ~mol/l NAT 02-634 ( + )
50 ~mol/l NAT 02-634 ( 0 )
100 ~mol/l NAT 02-634 ( • )
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Abb. 2. 47: Graphische Auftragung der enzyma tischen Hydrolyse
des synthetischen Peptids Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg
in Gegenwart von Ebselen nach Lineweaver-Burk.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zur Abb.
2.46 beschrieben, durchgeffihrt, wobei das Enzym mit
50 I!mol/l Ebselen ffir die angegebenen Zeiten vorin-
kubiert wurde.
Kontrolle ohne Ebselen ( 0 )
o Min. (0)
10 Min. (+)
20 Min. ( • )
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Abb. 2.48: Graphische Auftragung der enzymatischen Hydrolyse
des synthetischen Peptids Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg
in Gegenwart von Ebselen nach Lineweaver-Burk.
Die Inkubationen wuxden, wie in der Legende zur
Abb. 2.46 beschrieben, durchgefiihrt, wobei das Enzym
mit den angegebenen Ebselenkonzentrationen 20 min
vorinkubiert wurde.
o Ilmol/l Ebselen ( ~ )
25 umol.I L Ebselen ( 0 )
50 Ilmol/l Ebselen ( + )
100 Ilmol/l Ebselen ( 0 )
200 Ilmol/l Ebselen ( • )
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2.18 Inhibition der Elastase aus polymorphkernigen (PMN-)
Leukozyten
2.18.1 Prinzip des Testverfahrens
Neben anderen Proteasen katalysiert die Elastase die Spaltung
von unloslichemLederstaub mit kavalent gebundenem Farbstoff.
Die Konzentration an freigesetztem Peptid-gebundenen Farb-
stoff, die sich nach Zentrifugation photometrisch bestimmen
la~t, ist ein Ma~ ftir die proteolytische Aktivitat des
Enzyms, die in Gegenwart von Inhibitoren herabgesetzt ist
(Methode nach Rinderknecht et al., 1968). Zur Beurteilung der
Inhibitorwirkung dient die Inhibitorkonzentration, bei der
die Enzymaktivitat zu 50 % gehemmt wird (ICso-wert), wobei
die Auswertung der Ergebnisse rechnerisch nach einem selbst
erstellten Programm erfolgt.
Der Test erlaubt das Auffinden von inhibitorisch wirksamen
Substanzen, macht aber keine Aussage tiber die Art und Spezi-
fitat der Inhibitoren moglich. Elastase-Inhibitoren konnten
u.a. bei chronischen Gelenksentztindungen das Ausma~ der
Bindegewebs- und Knorpeldestruktion durch Leukozyten- und
Synovialzellen-Proteasen herabgesetzen.
2.18.2 Material und Hethoden
2.18.2.1 Material
a) Gerate
- Elektrophoreseapparaturen:
a) SDS-Gelelektrophorese:
LKB 2001 Elektrophoresekammer (LKB, Bromma, Schweden)
b) Hochspannungsgerat:
LKB 2197 Power Supply (LKB, Bromma, Schweden)
- Gerate fUr Saulenchromatographie:
a) Fraktionsammler:
LKB 7000 Ultrorac (LKB, Bromma, Schweden)
b) Optische Einheit:
LKB 2089 UV Cord II (LKB, Bromma, Schweden)
- 177 -
c) Pumpen:
Abimed, Minipuls 2 (Abimed, Dlisseldorf)
Microperpex 2132 (LKB, Bromma, Schweden)
- pH-Me~gerat und Zubehor:
Beckman Digital-pH-Meter Modell 3500
Einstabme~kette Beckman Nr. 39520
- Spektrophotometer:
Beckman Spektrophotometer, Modell 34 (Beckman, Mlinchen)
- Szintillationszahler:
Packard 300 C (packard, Frankfurt a. M. )
LKB Modell 1219 (Pharmacia/LKB, Freiburg)
- Ultraschallgerat:
Sonifier B-12 (Branson, Danburg, USA)
- Zentrifugen:
a) Klihlzentrifuge Beckman J2-21 (Beckman, Mlinchen)
b) Ultrazentrifuge Beckman L8-70M (Beckman, Mlinchen)
c) Tischzentrifuge Labofuge 6000 (Heraeus, Hanau)
- Ultrafiltrationsgerate:
a) Minicon Mikrokonzentratoren (Amicon, Witten)
b) Amicon Ultrazentrifugationszelle mit den Membranen:
YM 10 Ausschlu~grenze 10.000
YM 30 Ausschlu~grenze 30,000
b) Chemikalien:
Acrylamid, reinst
Ammoniumperoxodisulfat
CNBr-aktivierte Sepharose 4B
Calciumchlorid p.a.
Coomassie Brilliant Blue R-250
Concanavalin-A Sepharose
Citronensaure p.a.
DEAE-Sephacel
Dextran G-250
Eichproteingemische HMW + LMW
Elastin
Fluorescamin
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Serva (Heidelberg
Serva (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Merck (Darmstadt)
Pharmacia (Freiburg)
Serva (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Glycin p.a.
Harnstoff p.a.
Mercaptoethanol
1-0-Methyl-a-D-glucopyranosid
N,N'-Methylenbisacrylamid
Sephacryl S-200, S-300
SDS reinst
TEMED
Trichloressigsaure
Tris
2.18.2.2 Hethoden
Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Serva (Heidelberg)
Pharmacia (Freiburg)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Riedel De Haen (Seelze)
Merck (Darmstadt)
2.18.2.2.1 Gewinnung von PHN-Leukozyf;en
Bei der Isolierung von Leukozyten nach Ohlsson K. (1971) wird
von einem Leukozytenkonzentrat, dem sogenannten "Buffy Coat",
ausgegangen. "Buffy Coat" ist ein tiberstand, der aus venosem
Frischblut nach vorsichtiger Zentrifugation erhalten wird.
Die Blutgerinnung wird dabei durch 10 %igen Zusatz (v/v)
einer Citratlosung (3,8 %ig an Citronensaure in 0,15 mol/l
NaCI) verhindert.
Zur Isolierung der Leukozyten werden die Erythrozyten sedi-
mentiert. Dazu wird das "Buffy Coat" mit dem gleichen Volu-
menteil eiskalter isotonischer Kochsalzlosung, die 3 % (w/v)
Dextran G-250 enthalt, gemischt. Nach einer einstlindigen
Sedimentation der Erythrozyten bei 4 DC wird das liberstehende
Plasma mit den Leukozyten abgenommen und 8 Minuten mit
600 x 9 bei 4 DC (J2-21-Klihlzentrifuge) zentrifugiert. Die im
Sediment verbleibenden Resterythrozyten werden durch Zugabe
von 100 ml eiskalter 0,03 mol/l NaCI-Losung hamolysiert. Nach
20 sec wird zur Wiederherstellung der Isotonie mit 100 ml
eiskalter NaCI-Losung (0,28 mol/l) versetzt und erneut zen-
trifugiert (10 min mit 400 x 9 bei 4 DC). Dieser Vorgang der
osmotischen Lyse wird dreimal wiederholt, wobei die
Leukozyten anschliessend frei von kontaminierenden
Erythrozyten sind.
Zurn Abschlu~ der Reinigung werden die Leukozyten noch viermal
mit eiskalter 0,9 %iger (w/v) NaCI-Losung gewaschen. Nach
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jedem Waschvorgang wird 5 Minuten bei 4 °C mit 110 x 9 zen-
trifugiert.
2.18.2.2.2 Isolierung und Extraktion lysosomaler Granula aus
PHN-Leukozyten
Die weitere Aufarbeitung der PMN-Leukozyten erfolgt nach
einer Methode von Tschesche H. et al. (pers. Mitteilung).
Die PMN-Leukozyten werden in Tris/HCI (0,05 mol/I), pH 7,4,
NaCI (0,15 mol/I), KCI (0,025 mol/I) und MgClz (0,005 mol/I)
im Verhaltnis Puffer: Pellet = 5 : 1 (Engelbrecht et al.
1982) resuspendiert. Die Zellsuspension wird in einem Auto-
klaven oder einer Parr-Bombe flir 15 min unter einem Druck von
4,8-5,5 MPa (48-55 bar) gesetzt. Nach schnellem Ablassen des
Druckes wird anschlie~end zur Abtrennung der Granula, Zell-
kerne und Mitochondrien von den zytoplasmatischen Proteinen
ultrazentrifugiert (L8-70M Ultrazentrifuge, 4 h bei
48.000 x g, 4°C).
Das Pellet wird nun zweimal mit Citratpuffer (0,02 mol/I),
pH 6,0, caClz (0,005 mol/I), ZnClz (0,5 mol/I) und 0,05 %
(w/v) Brij 35 extrahiert. Die Extraktion beinhaltet die Kom-
bination von Beschallung und Homogenisation. Nach dem
Beschallen (3 min liber einen Zeitraum von 6 min verteilt)
werden die subzellularen Strukturen in einem Potter-Elvehjem-
Homogenisator homogenisiert (10 Hlibe). Nach einer zweiten
Beschallung wird mit 48.000 x 9 bei 4 °c zentrifugiert (L8-
70M Ultrazentrifuge) und der unlosliche Rlickstand einer zwei-
ten Extraktionsprozedur unterzogen. Diese wird analog zur
ersten durchgeflihrt, nur diesmal unter Zusatz von 0,1 mol/l
NaCI. Die beiden erhaltenen tlberstande werden vereinigt.
Der Leukozytenextrakt wird zur Vorbereitung auf die
anschlie~ende Affinitatschromatographie gegen 0,1 mol/l
NaHzP04-puffer (pH 6,0), der 0,5 mol/l NaCl und 0,5 mmol/l
MnClz enthalt, dialysiert.
2.18.2.2.3 Affinitatschromatographie an Concanavalin-A-
Sepharose
Die Chromatographie wird an einer mit Concanavalin-A-Sepha-
rose geflillten Saule (1 cm x 30 em) durchgeflihrt. Das Saulen-
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material wird zunachst mit ca. 2 I Wasser gewaschen und dann
mit 2 I 0,1 molarem NaHzP04-Puffer, pH 6,0, NaCI (0,5 mol/I),
MnClz (0,5 romol/l) aquilibriert. Der Leukozytenextrakt wird
dann mit einer Flie~geschwindigkeitvon 20 ml/h 16 h mit
Hilfe einer Schlauchpumpe tiber die Saule zirku1iert.
Zur Entfernungnichtgebundenen Proteins wird die Saule mit
dem Aquilibrierungspuffer proteinfrei gewaschen.
Zur Elution des an Con-A-Sepharose gebundenen Proteinanteils
(PMNL-Elastase) wird die Saule mit 2 I Aquilibrierungspuffer,
der zusatzlich noch 0,5 mol/l a-Methyl-glucopyranosid ent-
halt, proteinfrei gewaschen.
2.18.2.2.4 Elasrin-Sepharose-Affinirarschromarographie
a) Herstellung von loslichem Elastin
5 g Elastin vom Rind werden in 40 ml 0,25 mol/l Oxalsaure
1 h bei 100 °C gekocht. Nach Abktihlen der Suspension wird
5 min bei 400 x g zentrifugiert (Labofuge 6000). Der Vor-
gang wird dreimal mit dem jeweils verbleibenden Pellet
wiederholt. Die vereinigten Uberstande (ca. 150 ml) werden
sechsmal gegen je 4 I bidest. Wasser dialysiert. Das
losliche Elastin wird lyophylisiert und bei -20 °C gela-
gert.
b) Kopplung von Elastin an CNBr-aktivierte Sepharose 4B
Die Sepharose wird mit dem 20fachen Volumen (w/v)
0,1 mol/l Natriumboratlosung pH 9,9 gewaschen. Es wird das
gleiche Volumen loslichen Elastins (20 mg Elastin/1 ml
Sepharose) im selben Puffer zugegeben und 3 h bei 4 °C
gertihrt. Danach wird das Reaktionsgemisch 72 h bei 4 °C
gelagert und anschliessend sorgfaltig mit 0,05 mol/l
Natriumphosphat-Puffer pH 7,6 gewaschen. Die so herge-
stellte Elastin-Sepharose wird im gleichen Puffer unter
Zugabe von 0,2 % Natriumazid bei 4 °C gelagert.
Affinirarschromarographie an Elasrin-Sepharose
Die Elastin-Sepharose-Saule (10 x 100 rom) wird mit
0,025 mol/l Natriumpyrophosphat-Puffer (pH 5,9), der
0,035 mol/l an ~-Alanin und 10 %ig an Saccharose ist,
aquilibriert. Die aus 2.18.2.2.3 vorgereinigte Elastase-Frak-
tion wird gegen Wasser dialysiert und nach Lyophilisation im
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Aquilibrierungspuffer gelost. Die Losung la~t man tiber Nacht
tiber die Saule zirkulieren. Die Saule wird so lange mit obi-
gen Puffer gewaschen, bis das Eluat proteinfrei ist (ca.
100 ml Puffer). Anschlie~end wird mit 0,025 molll Natriumpy-
rophosphat-Puffer pH 6,4, der 0,035 molll ~-Alanin, 10 % Sac-
charose und 6 molll Harnstoff enthalt, eluiert (30 ml/h, 2 ml
Fraktionen). Die Fraktionen werden mit Methoxysuccinyl-L-Ala-
L-Pro-I-Val-p-nitroanilid (MSAAPVNA, Fa. Serva) als Substrat
auf Elastase-Aktivitat getestet. Die Elastase-Aktivitat
enthaltenden Fraktionen werden mittels SDS-PAGE
(s.2.18.2.2.5) auf Reinheit geprtift und charakterisiert.
2.18.2.2.5 SDS-Polyacryla:mi.dgelelekt;rophorese zur Charakt;eri-
sierung der isoliert;en P~Elast;ase
a) Zusammensetzung des Trenngels
Losung A:
24,3 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
8,2 g Natriumacetat
3,7 g Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)
werden mit Essigsaure auf pH = 7,4 eingestellt und mit
bidest. Wasser auf 500 ml aufgeftillt.
Losung B:
40 g Acrylamid
1,5 g N,N'-Methylenbisacrylamid
werden mit bidest. Wasser auf 100 ml aufgeftillt.
Losung C:
2 g Natriumdodecylsulfat
werden mit bidest. Wasser auf 10 ml aufgeftillt.
Losung D:
N,N,N' ,N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Losung E:
1,5 g Ammoniumperoxodisulfat
werden mit bidest. Wasser auf 100 ml aufgeftillt.
Die Trenngelmischung wird wie fo1gt hergestellt:
6 ml Losung A
15 ml Losung B
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3 ml Losung C
0,2 ml Ll::isung D
3 ml Ll::isung E werden mit bidest. Wasser auf 60 ml
aufgeflillt.
Die Ll::isung polymerisiert in einer Kassette (LKB 2117-204
Polymerisationskassette), pro Platte kl::innen 20 Proben a 10 ~l
aufgetragen werden. Die Proteinkonzentration der Proben
betragt ca. 10 ~g/~l.
b. Elektrodenpuffer
200 ml Ll::isung A (s.o.)
1800 ml bidestilliertes Wasser
4 g Natriumdodecylsulfat
Pro Pufferkammer (LKB-Multiphor-System) werden 1000 ml des
Elektrodenpuffers eingesetzt.
c. Probenpuffer
6 ml Ll::isung A
3 ml Ll::isung C werden mit bidest. Wasser auf 20 ml aufge-
flillt.
d. Farbereagenz
2,5 g Comassieblau G250
90 ml Essigsaure
500 ml Methanol
410 ml bidestilliertes Wasser
e. Fixierbad
250 g Trichloressigsaure werden mit dest. Wasser auf
1000 ml aufgeflillt.
f. Entfarber
700 ml destilliertes Wasser
200 ml Methanol
100 ml Essigsaure
g. Durchflihrung der elektrophoretischen Trennung:
Das Probenmaterial wird 5 min bei 90-95 °c (Wasserbad) mit
Probenpuffer behandelt (verschlossene Eppendorf-Reaktionsge-
fa~e). Die elektrophoretische Trennung erfolgt nach Zentri-
fugation (Microfuge 12, Beckman) aus dem Uberstand. Zur
reduktiven Proteinspaltungen wird dem probenpuffer 5 %ig ~-
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Mercaptoethanol zugesetzt. Die Trennung wird bei einer Feld-
starke von 5-6 V/cm durchgeftihrt.
Trenndauer: 4 Stunden (max. 5 Stunden)
Als Frontmarker wird einer Probe Bromphenolblau zugesetzt.
Nach der Trennung wird die Platte 16 h fixiert, 2 h gefarbt
und anschliessend mittels ~weimal 0,5 1 Entfarberlosung ent-
farbt. Die Laufstrecken der angefarbten Proteinbanden werden
mit dem Lineal bestimmt.
h. Molmassenmarker-Kit (Fa. Pharmacia):
Markerprotein
Phosphorylase b
Albumin
Ovalbumin
Anhydrase
Trypsin-Inhibitor
Lactalbumin
M(X)
94.000
67.000
43.000
30.000
20.100
14.400
Auswertung:
Die Laufstrecken der Markerproteine werden mit den Logarith-
men der angegebenen Molmassen mittels linearer Regressions-
analyse ausgewertet. Anhand der elektrophoretischen Lauf-
strecke der gereinigten PMNL-Elastase wird aus der erhaltenen
Eichgeraden die molare Masse bestimmt.
2.18.2.2.6 Elastase-Aktivitatstest
a) Lederblau~Test zur Aktivitatsbestimmung von Schweinepan-
kreas-Elastase
Enzympuffer (1 1): 0,05 mol Tris/HCl
0,15 mol NaCl
0,005 mol CaC12
0,02 % BSA
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pH 7,5
Substratpuffer (1 1): 0,05 mol Tris/HCl
0,15 mol NaCl
0,003 % Triton X 100 pH = 7,5
Enzym:
Substrat:
Durehflihrung:
0,72 ~g/30 ~l = 20 ~l Elastase (Typ I,
Sigma Nr. E1250) in 2 ml
2,1 mol/l (NH4)zS04' davon 1,2 ml auf
10 ml Enzympuffer aufflillen
Hide-Powder-Azure, Sigma Nr. H4631
50 mg/ml Substratpuffer
20 ~l der Inhibitorsubstanz werden in
Eppendorf-Reaktionsgefa~enmit Sub-
stanzlosung auf 200 ~l aufgeflillt.
Dazu werden unter starkem Rlihren 30 ~l
Elastaselosung und ansehlie~end 150 ~l
Substratlosung zupipettiert. Naeh kur-
zem Sehlitteln werden die Proben 6 h bei
37 °C im Wasserbad inkubiert.
Ansehlie~end wird die Reaktion mit 1 ml
eiskaltem Wasser abgestoppt, und die
Reaktionsgefa~ewerden naeh Sehlitteln
10 min zentrifugiert (Mikrofuge 12,
Beckman).
Die Messung erfolgt in Mikroklivetten
bei 595 nm gegen den Substratpuffer als
Leerwert.
b) Bestimmung der Elastase-Aktivitat mit einem p-Nitroanilid-
gekoppelten Peptids als Substrat
Zur Bestimmung von Elastase-Aktivitaten wahrend der Reini-
gungssehritte und zur Charakterisierung des gereinigten
Enzyms wird folgendes kommerziell erhaltliehes Peptid
(Calbioehem GmbH, Nr. 454454) als Substrat eingesetzt:
Methoxysueeinyl-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-p-Nitroanilid
(MSAAPVNA). Das chromogene Substrat erlaubt eine einfaehe
Aktivitatsbestimmung dureh photometrisehe Substratumsatz-
bestimmung bei 410 nm; der molare Absorptionskoeffizient
betragt bei dieser Me~wellenlange E = 12.800 l/(mol x em):
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Substratpuffer: 0,1 molll 4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazin-ethansulfonsaure
(HEPES) und
0,5 molll Natriumchlorid (NaCI) in
bidest. Wasser losen,
mit 10 %iger Salzsaure auf
pH=7,4 einstellen.
Durchflihrung der Bestimmungen:
Das Substrat (MSAAPVNA) wird 1 mmol/l in Dimethylsulfoxid
(DMSO) vorgelost und 1 + 9 mit Substratpuffer verdlinnt.
1 ml dieser Substratlosung werden mit 50 ~l Enzymlosung (Sau-
lenfraktionen bzw. Enzymstammlosungen) 2 h bei 37°C (Wasser-
bad) inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion mit 1 ml eiskal-
tern Ethanol wird die Extinktion bei 410 nm bestimmt.
2.18.2.2. 7 Best;i111mung der Michaeliskonst;ant;en Km von
gereinigt;er PMNL- bzw. Schweinepankreas-Elast;ase
Mit dem unter 2.18.2.2.6b beschriebenen Assay wurde mit
gereinigtem Enzym die Aktivitat in Gegenwart folgender Sub-
stratkonzentrationen bestimmt:
Substratlosung in DMSO: 0,0251 0,051 0,101 0,201 0,301
0,50 mmol/l.
Der weitere Bestimmungsablauf erfolgte, wie unter 2.18.2.2.6b
beschrieben, mit Enzymstammlosungen mit c = 50 ~g/ml an
gereinigter PMNL-Elastase bzw. Schweinepankreas-Elastase.
2.18.3 Ergebnisse und Diskussion
Das beschriebene Testverfahren zur Elastase-Aktivitatsbestim-
mung mittels Lederblau als Substrat wurde schon seit langer
Zeit flir das Screening potentieller Inhibitoren dieses Enzyms
eingesetzt. Da die Prlifungen aber routinemapig mit Schweine-
pankreas-Elastase durchgeflihrt wurden, stellte sich die
Frage, oh in diesem Testsystem gefundene Inhibitoren zwangs-
laufig auch Hemmer der Elastase aus polymorphkernigen Leuko-
zyten sind, die ja fUr die Bindegewebs- und Knorpel-
destruktion bei rheumatoiden Arthritiden mitverantwortlich
ist. Aus diesem Grund war es notwendig, Elastase aus poly-
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morphkernigen Leukozyten zu gewinnen, zu re~n~gen und einige
im Routinescreening als inhibitorisch wirksam befundene
Verbindungen auf ihren Einflu~ auf das Leukozyten-Enzym hin
zu untersuchen. Die Ergebnisse kennen wie folgt zusammenge-
fa~t werden:
Mittels der beschriebenen Reinigungsmethode konnte eine elek-
trophoretisch reine PMNL-Elastase hergestellt werden, wobei
das Enzym - eine strenge Elastasespezifitat des Substrats bei
der Aktivitatsbestimmung aus dem Leukozytenextrakt vorausge-
setzt (1) - nur ca. 7fach aufgereinigt wurde:
1000 mg Leukozytenextraktprotein mit 0,40 U/mg Protein erga-
ben 1 mg reine PMNL-Elastase mit 2,90 U/mg, wobei nur ca.
0,7 % der eingesetzten Enzymaktivitat wiedergewonnen werden
konnten.
Als sehr effektiv erwies sich die Affinitatschromatographie
an Concanavalin A. Die Chromatographie konnte vereinfacht
auch im Batch-Verfahren erfolgreich durchgeflihrt werden.
Der gre~te Enzymverlust (ca. 60 % der eingesetzten Enzym-
aktivitat) wurde bei der Elastinsepharose-Affinitatschromato-
graphie festgestellt, wobei eine vollstandige Elution des
gebundenen Enzyms nicht meglich zu sein scheint.
Die so gewonnene PMNL-Elastase war jedoch sehr rein, was auch
durch Bestimmung der Michaeliskonstante von Km = 0,24 mmol/l
(Abb. 2.49) - ein Wert, der sehr gut mit dem von Nakajima
et al. (1979), ermittelten libereinstimmt - bestatigt werden
konnte. Auch die elektrophoretisch bestimmte Molmasse von
18.000 g/mol stimmt gut mit literaturbekannten Daten (Taylor
et al., 1975) Uberein.
Die Spezifitat des Peptidsubstrates fUr PMNL-Elastase konnte
bestatigt werden. So lie~ sich fUr Schweinepankreaselastase
eine Michaeliskonstante von Km = 4,85 mmol/l ermitteln
(Abb. 2.50), was die geringere Affinitat des Schweineenzyms
zum Substrat verdeutlicht.
Aus firmenpolitischen GrUnden wurde das Screening auf dem
Gebiet der Elastaseinhibition eingestellt. Weitergehende
Untersuchungen mit verschiedenen Enzymquellen und/oder Test-
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systemen, wie dies bei der Inhibition der PMNL-Kollagenase
(2.17 des Berichts) erfolgte, konnten daher fur diesen metho-
dischen Approach nicht durchgefuhrt werden.
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Abb. 2.49: Graphische Auftragung der Abhangigkeit der Hydro-
1ysegeschwindigkeit von der Substratkonzentration
nach Lineweaver-Burk.
Die Inkubationsansatze enthie1ten 4,2 ~g gereinigte
PMNL-E1astase in 0,1 mo1/1 HEPES-Puffer/ 0,5 mo1/1
NaC1/ 10 % DMSO in einem Gesamtvolumen von 2,05 ml ,
Die Konzentrationen des synthetischen Substrates
MSAAPVNA 1agen im Bereich von 0,025 - 0,5 mmol!1.
Nach einer Inkubationszeit von 4,5 h (A) wurde die
Reaktion durch Zusatz von 1 ml eiska1tem Ethanol
gestoppt und die Absorption bei 410 nm im Spek-
tra1photometer bestimmt (E = 12.800 1/(mo1 x em)).
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Abb. 2.50: Graphische Auftragung der Abhangigkeit der Hydro-
lysegeschwindigkeit von der Substratkonzentration
nach Lineweaver-Burk.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zur
Abb. 2.49 beschrieben, durchgefiihrt, mit der Aus-
nahme, dal3 Schweinepankreas-Elastase (spee, Akt.
33,9 Einheiten/mg Protein) eingesetzt wurde.
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2.19 Hyaluronsliurebiosyrrthese in vitro
2.19.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
In Gegenwart von 3H-Glucosamin und 35S-Sulfat bilden Chondro-
zyten, Fibroblasten, Hepatozyten und andere Zellen radioaktiv
markierte Hyaluronsaure und radioaktiv markierte Proteogly-
kane, die nach proteolytischem Abbau und saulenchromatogra-
phischer Trennung der Reaktionsprodukte quantifiziert werden
konnen. In Gegenwart von HzOz, das sich in diesem Testsystem
entweder mit Hilfe von Glucose/Glucoseoxidase oder Hypoxan-
thin/Xanthinoxidase generieren la~t, werden die radioaktiv
markierten Precursor-Moleklile vermindert in die Makromoleklile
eingebaut, wobei besanders die Hyaluronsaure-Biosynthese be-
troffen ist. In Gegenwart von PrUfsubstanzen kann der Effekt
der Peroxide auf die Hyaluronsaure-Biosynthese vermindert
sein. Solche Substanzen konnten eine protektive Wirkung beim
Abbau von Gelenkknorpel im Rahmen rheumatischer Gelenksent-
zUndungen haben.
2.19.2 Material und Methoden
HPLC-Methode zur Trennung und Quantifizierung von Hyaluron-
sliure und Chondroitinsulfaten
oegradationspuffer:
0,25 molll Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
0,05 % Rinderserum Albumin (BSA) in bidest. Wasser, mit
Salzsaure (c = 1 mol/l) auf pH = 8,0 einstellen.
Im Eppendorf-Reaktionsgefa~ werden jeweils 1 mg Hyaluron-
saure, Chondroitinsulfat A, B bzw. C (zur Herstellung von
Referenzdisaccharidlosungen ) bzw. lyophilisiertes Proben-
material (z.B. Zellen) in 40 ~l Wasser und 15 ~l Degrada-
tionspuffer gelost und mit 20 ~l Chondroitinase ABC-Losung
(0,5 D/ml) 18 h bei 37 °C inkubiert (Wasserbad).
Nach Zusatz von 300 ~l kaltem (-20 °C) absolutem Ethanol wird
zur Fallung nicht-degradierter Glycosaminoglykane (GAG) (bei
Probenmaterial wie z.B. Zellmaterial wichtigl) 4 h bei -20 °C
inkubiert und das Prazipitat durch Zentrifugation (Microfuge
12, 5 Minuten bei 10.000 x g, 4 °C) abgetrennt. FUr einen
- 190 -
HPLC-Lauf werden 1-10 ~l dieser Referenzdisaccharidlasung
benatigt, bei anderem Probenmaterial (Zellen/Medium etc.)
werden bis zu 100 ~l appliziert.
HPLC-Trennung der Disaccharide:
Es wird eine Reverse-Phase Saule (Partisil-5PAC, 5 ~m RP8-
Material, 250 x 4,6 mm) mit Vorsaule (Co-Pell PAC, 40 x
4,6 mm) in einem Hewlett Packard - HPLC (Modell 1084B) einge-
setzt.
Als mobile Phase wird folgende Mischung verwendet:
52 % Acetonitril
12 % Methanol
36 % wassriger Tris-Puffer, pH = 8,0, c = 0,5 mol/l
Die optimaIe Flu~rate betragt 2,4 ml/Minute .
2.19.3 Ergebnisse und Diskussion
Um die zeitraubenden und schlecht reproduzierbaren Trennver-
fahren (Gelfiltration, Ionenaustauschchromatographie), die in
der Literatur beschrieben sind, zu vermeiden, sollte ein
HPLC-Tre~nsystemetabliert werden, welches nach enzymatischer
Degradation der Glykosaminoglykane mittels Chondroitinase ABC
die Trennung und die Quantifizierung der erhaltenen Disaccha-
ride erlaubt. Abb. 2.51a zeigt ein HPLC-Chromatogramm, aus
dem ersichtlich ist, da~ unter den gewahlten Bedingungen
Hyaluronsaure-Disaccharide nicht von nicht-sulfatierten Chon-
droitinsulfat-Disacchariden getrennt werden konnten. Auch der
Zusatz von Borsaure zur mobilen Phase nach der Methode von
Zebrower et al. (1986) konnte dieses Trennproblem nicht
zufriedenstellend lasen (Abb. 2.52b).
Weitere Untersuchungen sollten zeigen, wie gro~ der Anteil
unsulfatierter Chondroitin-Disaccharide nach Abbau mit
Chondroitinase ABC ist, so da~ maglicherweise auf die Tren-
nung dieser Disaccharide im Rahmen des Screenings verzichtet
werden kann. Um die untere Nachweisgrenze und die
Reproduzierbarkeit des entwickelten analytischen Verfahrens
festzustellen, wurden Eichkurven fur die Disaccharide aus
Hyaluronsaure, Chondroitin-4-sulfat und Chondroitin-6-sulfat
erstellt. FUr die drei Glykosaminoglykane ergab sich eine
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untere Nachweisgrenze von 0,5-1 ~g bei Korrelationen, die
besser als r = 0,99 waren.
Mit der vorgestellten Methode wurde anschliessend versucht,
den Hyaluronsaure- bzw. Chondroitinsulfat-Stoffwechsel in
zellsystemen zu untersuchen.
Eingesetzt wurden humane Hautfibroblasten bzw.
Osteosarcomazellen (Detroit 551 bzw. CRL1545 - beide von der
"American Type Culture Collection (ATCC)") - und eine bei uns
etab1ierte Ze11inie von Kaninchen-Aortenze11en. Untersucht
wurden die extrazellularen, d.h. ins Kulturmedium
sezernierten, und die zellularen Glycosaminoglykane (GAG),
wobei letztere noch durch Trypsinbehandlung der Zellen in
membranassoziierte und intrazellulare GAG differenziert
wurden (Methode nach Kleesiek et al., 1987). Es zeigte sich,
da~ die Sensitivitat der angewandten nicht-radioaktiven Be-
stimmungsmethode zu gering ist, um den GAG-Metabolismus in
Zellkultursystemen verfolgen zu konnen. Die Anwendung von ra-
dioaktiven Vorlaufermolekulen der GAG, wie z.B. von 14C_
Glucosamin oder von 35 S markiertem Natriumsulfat, wlirde die
Empfindlichkeit der Methode jedoch erheblich steigern und
damit Untersuchungen auch in Zellsystemen erlauben (Kleesiek,
et al., 1987). Fur einen screeningma~igenEinsatz ware bei
dieser Methodik jedoch ein HPLC-Radioaktivitatsmonitor
notwendig, der uns im Projektzeitraum fur unsere
Untersuchungen leider nicht zur Verfugung stand.
Weitergehende Untersuchungen wurden daher nicht durchgefuhrt.
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Abb. 2.51: Trennung dez: Disaccharide nach Degradation von
Glycosaminoglykanen (GAG'S) mit Chondroitinase ABC.
Die kommerziell erh§ltlichen Standardsubstanzen Hya-
lurons§ure und Chondroitinsulfat A bzw. C (Sigma)
wurden bei 37°C 16 h mit 0,5 Einheiten Chondroiti-
nase ABClmg GAG in 50 mmal.lL Trisl 0,05 % BSA
(pH 8,0) inkubiert. Durch Zusatz eines 4faehen Inku-
bationsvolumens von -20 °C-kaltem Ethanol und einer
4stiindigen Inkubation bei -20°C wurden die nieht
degradierten GAG's pr§zipitiert. Naeh Zentrifugation
in einer Beclcman-Microfuge wuxden 10 ~l des llbes»
standes fiir eine HPLC-Analyse eingesetzt.
HPLC-Analyse:
Eine "Partisil-5PAC"-S§ule (5 ~m, 25 em x 4,6 mm 4»,
geschiitzt duxch eine voxeeul.« "Co-Pell PAC", wuxde
zur Trennung der Disaccharide eingesetzt.
Mobile Phase (vlv): 52 % Acetonitril, 12 % Methanol,
36 % eines 0,5 moll1 Tris-Puffers mit (B) b~w. ohne
(A) 0,1 molll Borsaure (pH 8,0). Die Durehflu~rate
betrug 2,4 mllmin.
Abkiirzungen:
dlOS: 2-Acetamldo-2-desoxy-:J.(J.(IJ.Ogluco-4-enpyranosyluronsliurtlrOgalaktoStl
dl HA: 2-Acetamldo-2-desoxy-:J.().(IJ.Ogluco-4-enpyranosyluronsiiurtlrOgluooStl
d14S: 2-Acetamldo-2-desoxy-:J.().(IJ.Ogluco-4-enpyranosyluronsiiurer4-().sulfo.Ogalaktos8
d16S: 2-Acetamldo-2-desoxy-:J.().(IJ.Ogluc0-4-enpyranosyluronsiiurer6-(J.sulfo.D-galaktoStl
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2.20 Inhibition der C3-Konvertase
2.20.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Die Messung der C3-Konvertase-Aktivitat erfolgt durch die
antikorperabhangige Immunhamolyse von Schaferythrozyten. Nach
Beladung von Erythrozyten (E) mit Antikorpern (A) werden die
Komplementproteine C1, C4, C2 an die Erythrozyten angelagert.
Dadurch entsteht auf der Oberflache der Erythrozyten die C3-
Konvertase (EAC 1,4,2). Nach Zugabe von gereinigtem C3 wird
dieses durch die C3-Konvertase unter Bildung von EAC 1,4,2,3b
gespalten. In Gegenwart der Faktoren CS-C9 kommt es zur Lyse
der mit C3b beladenen Erythrozyten, die photometrisch
quantifiziert werden kann. Inhibitoren der C3-Konvertase-
Aktivitat konnen anhand verminderter Erythrozyten-Hamolyse
identifiziert werden. Da dem Komplementsystem bei
verschiedenen Autoimmun-, chronisch-entzUndlichen
Erkrankungen und besonders beim akuten Atemnotsyndrom des
Erwachsenen (ARDS) und der Schocklunge eine wesentliche
Bedeutung zukommt, konnten Hemmer der C3-Konvertase wirksame
Pharmaka fUr die Therapie dieser Erkrankungen sein.
2.20.2 Material und Methoden
2.20.2.1 Versuchstiere
Meerschweinchen, mannlich, 200-300 9 schwer, SUddeutsche Ver-
suchstierfarm werden in Makrolonkafigen bei Standardfutter
(Altromin, Lage) und Wasser ad libitum gehalten.
Raumtemperatur:
Hell-Dunkel-Rhythmus:
Luftwechsel:
20 ± 2 °C
12 h
16fach/h
Als Erythrozytenspender dient ein mannliches Schaf (Weiden-
haltung) .
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mit 1 mol/l HCl auf pH 7,3
auf 2000 ml auffUllen.
2.20.2.2 Puffer
a) VBS-Puffer, pH 7,3:
NaCl (Merck) 83,00 g
Na-5,5-diethylbarbiturat -=1~0~,=1~9~g
ad 1500 ml Aqua dest.
einstellen und mit Aqua dest.
b) VBS-EOTA:
74,6 g EOTA (Titriplex, Merck)
in 100 ml 2 mol/l NaOH aufnehmen und mit Aqua dest. auf
1000 ml aufflillen (0,2 mol/l). Mit 2 mol/l NaOH auf
pH 7,65 einstellen.
FUr Gebrauch:
320 ml VBS-Puffer
200 ml 0,2 mol/l EOTA
ad 2000 ml Aqua dest. (pH 7,5)
c) VBS-EOTA-Gelatine:
320 ml VBS-Puffer
200 ml 0,2 mol/l EOTA
0,6 g Gelatine
ad 2000 ml Aqua dest. (pH 7,5)
d) VBS-Gelatine++:
400 ml VBS-Puffer
1 ml 0,3 mol/l CaCl2 (3,3 gil)
1 ml 2,0 mol/l MgCl z (410 gil)
ad 2000 ml Aqua dest. (pH 7,3)
e) Alseverscher Losung:
Glucose (Merck)
Na-citrat x H20 (Merck)
Citronensaure (Merck)
NaCl (Merck)
ad 100 ml Aqua dest. (pH
2.20.2.3 Reagenzien
2,05 g
0,80 g
0,055 g
0,42 g
6,1)
a) Ambozeptor-Losung (Kaninchen-anti-Schaferythrozyten-Serum)
Behring, Marburg~ Ambozeptor 6000 (enthalt 6000 Einheiten)
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b) Cobra venom factor (CVF)
Cordes Lab., Miami, aus Naja naja kaouthia
c) Hydrazinium-hydroxid (Merck)
eine 0,16 mol/l Losung wird in H20 hergestellt
d) Meerschweinchenserum ohne C3 und C5 (R3)
40 ml frisches Serum werden mit 200 mg CVF 1 h bei 37 °C
inkubiert und anschlie~end 1 h bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Das R3 wird in 200 ~l Portionen bei -70 °C ein-
gefroren.
e) Meerschweinchenserum ohne C3 und C4 (R4)
20 ml frisches Serum werden mit 5 ml 0,16 mol/l Hydrazin-
Losung gemischt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Ein-
stellen auf pH 7,2 mit 0,15 mol/l HCI wird in 100 ~l-Por­
tionen bei -70 °C eingefroren.
f) C3 Komponente
Meerschweinchen-Komplement-Komponente C3 wird isoliert und
gereinigt nach Bitter-Suermann et al. (1970) und in einer
Konzentration von 14 mg Eiwei~/ml aliquotiert bei -70 °C
gelagert.
2.20.2.4 Herst;ellung derAnt:ikorper-beladenen Schaf-
Erythrozyt;en (EA-Zellen)
Einem mannlichen Schaf werden aus der Vena carotis 25 ml Blut
in 50 ml sterile Alserverscher Losung abgenommen und minde-
stens 7, maximal 21 Tage bei 4 °C gelagert. 30 ml Blut-~lse­
ver-Suspension werden mit 150 ml VBS-Puffer gemischt-und
5 min bei 2.500 U/min (ohne Bremse) und 4 °C zentrifugiert.
Mit einer spitzen 2 ml-Pipette wird die Leukozytenschicht
abgenommen und anschlie~end der Uberstand abgesaugt. Die
Erythrozyten werden in 150 ml VBS-EDTA aufgenommen und 10 min
bei 37 °C inkubiert. Anschlie~end wird wieder abzentrifugiert
(5 min, 2.500 U/min, 4 °C), und die Zellen werden erneut in
150 ml VBS-EDTA aufgenommen. Dieser Schritt wird noch 2mal
wiederholt und die Erythrozyten auf eine Konzentration von
1 x 10 9 Zellen/ml VBS-EDTA eingestellt. Dazu wird eine Ver-
dUnnung von 1 : 200 in Aqua dest. hergestellt und bei 405 nm
gegen eine Haemoglobin-Eichkurve spektrophotometrisch gemes-
sen. Die gewUnschte Verdlinnung wird wie folgt ausgerechnet:
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Eichkurvenwert x 10 6 x 200 x 150
-------------------------------- V
1 x 109
V - 150 x ml VBS-EDTA,
die noch zugegeben werden mUssen.
Zu 50 ml dieser Zell-Suspension (1 x 10 9 Zellen/ml VBS-EDTA)
werden 50 ml einer Ambozeptorlosung (1 : 600 mit Aqua dest.
verdUnnt) gegeben und 20 min bei 37°C inkubiert. Nach abzen-
trifugieren (5 min, 2.500 U/min, 4°C) werden die Zellen
jetzt 2mal mit 100 ml VBS-EDTA-Gelatine-Puffer gewaschen und
anschlie~end in 50 ml VBS-Gelatine++ aufgenommen. Um eine
Konzentration von 5 x 10 8 EA-Zellen/ml zu erreichen, wird
eine VerdUnnung von 1 : 100 in Aqua dest. hergestellt und bei
405 nm gegen eine Haemoglobin-Eichkurve gemessen. Das aufzu-
fUllende Volumen an VBS-Gelatine++-puffer wird wie folgt
errechnet:
Eichkurvenwert x 10 6 x 100 x 50
------------------------------- V
5 x 10 8
V-50 x ml VBS-EDTA,
die noch zugegeben werden mUssen.
2.20.2.5 Herstellung der C3-Konvertase (RAC 1,4,2)
Eine 1:60-VerdUnnung von R3 in VBS-Gelatine++ wird 1:1 (v/v)
mit 5 x 108 EA-Zellen 10 min bei 37°C inkubiert,
anschlie~end abzentrifugiert (5 min, 2.500 U/min, 4°C) und
mit VBS-Gelatine++ gewaschen. Mit Hilfe einer 1 : 100 VerdUn-
nung in Aqua dest. und Ablesen gegen eine Haemoglobin-Eich-
kurve bei 405 nm (siehe 2.20.2.4) wird die EAC 1,4,2 auf eine
Konzentration von 1,3 x 108/ml VBS-Gelatine++ eingestellt.
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2.20.2.6 Durchfiihrung der Untersuchung (nach Bitter-Suermann
et al., 1970)
Testsubstanzen werden in Aqua dest. in der gewlinschten Kon-
zentration gelost und nach dem folgenden Pipettierschema
inkubiert:
H2O VBS- gereinigtes Test- EAe 1,4,2
Gelatine++ C3a Substanz
[IJ-IJ [IJ-IJ [IJ-IJ [IJ-IJ [IJ-IJ
1200 100
1200 100
1100 100 100
1000 100 100 100
Es wird geschtittelt und 1 h bei 37 °C inkubiert.
Nach Abzentrifugieren (10 min, 2.500 U/min) wird der
Uberstand abgesaugt und das Sediment in 1000 ~l R4 (1 : 1000
verdtinnt) und 300 ~l VBS-Gelatine++ resuspendiert. Diese
Mischung wird 90 min bei 37°C in einem Schtittelbad inkubiert
und danach 20 sec abzentrifugiert. Die Proben werden bei
405 nm gegen VBS-Gelatine++ spektrophotometrisch gemessen und
die Hamolyse als "site-forming-units" (SFU) ausgedrlickt (Rapp
und Borsos, 1970).
2.20.2.7 Bestimmung der Elastase- und Kollagenase-Aktivitat
Urn die Spezifitat der Inhibition der C3-Konvertase durch
Prtifsubstanzen zu liberprlifen, werden diese in verschiedenen
Konzentrationen ftir 18 h bei 37°C mit 0,0024 U/ml Elastase
(aus Schweinepankreas, Sigma) oder 0,61 U/ml Kollagenase (aus
Clostridium histolyticum, Typ VII, Sigma) inkubiert und die
Reaktion spektrophotometrisch nach Rinderknecht et al., 1968,
verfolgt (siehe Kap. 2.17 bzw. 2.18).
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2.20.3 Ergebnisse und Diskussion
Diese Modell ist ursprlinglich von Dr. Englberger an der Uni-
versitat Mainz erarbeitet worden und wurde von dort libernom-
men.
Von den in Mainz geprliften Substanzen waren Rosmarinsaure,
ein aus Melissa officinalis extrahierter Naturstoff, sowie
chemisch synthetisierte Rosmarinsaure-Derivate die potente-
sten Inhibitoren der C3-Konvertase. Die Abhangigkeit der C3-
Konvertase-Inhibition von der Rosmarinsaure-Konzentration ist
in Abbildung 2.52 dargestellt.
C3-KONVERTASE-AKTIVITAT
100
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w •(/) 50~
0
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ROSMARINSAURE-KONZ. [mol/I]
Abb. 2.52: Hemmung der C3-Konvertase durch Rosmarinsaure.
Erythozyten wurden mi t Antikorperm und den Komponen-
ten C1, C4 und C2 beladen und mit C3 sowie verschie-
denen Konzentrationen von Rosmarinsaure (10~7 -
10- 4 molll) fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die Bildung
von "site-forming units" (SFU) durch die Aktivitat
der C3-Konvertase wurde aus der Hamolyse ermittelt,
die duxcii die Komponenten C5-C9 hervorgerufen wird.
Die Inkubation in Gegenwart von C3 und Abwesenheit
von Rosmarinsaure wurde als 100 %ige Hamolyse defi-
nl.ert.,
Die Wirkung chemisch synthetisierter Rosmarinsaure-Derivate
(in % Hemmung) ist in Tabelle 2.37 gezeigt.
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Struktur-Wirkungs-Untersuchungen ermoglichten dabei eine
weitgehende Identifizierung der fur die Hemmung der C3-Kon-
vertase essentiellen Strukturbestandteile der Substanzen.
Da die C3-Konvertase eine Serin-Protease ist, war es notwen-
dig, die Spezifitat der durch Rosmarinsaure bzw. -Derivate
hervorgerufenen Hemmwirkung durch untersuchung ihrer Wirkung
auf andere Proteasen festzustellen. Dazu standen als Serin-
Protease die Elastase und als Metallo-Protease die Kolla-
genase zur Verfugung. Vergleicht man die durch Rosmarinsaure
und deren Derivate hervorgerufene Hemmung der C3-Konvertase
und Elastase miteinander, so findet man eine gewisse Korrela-
tion (Tab. 2.38); allerdings benotigt man fur aquipotente
Hemmung der Elastase eine bis zu 500fach hohere Inhibitorkon-
zentration. Die Kollagenase wird hingegen nur durch einige
der geprliften Substanzen inhibiert. Diese Ergebnisse machen
deutlich, da~ Rosmarinsaure und -Derivate eine gewisse Spezi-
fitat gegenliber der C3-Konvertase besitzen.
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Tab. 2.37: Einflu~ von Rosmarinsaure und einigen synthetisch
hergestellten Derivaten auf die Bildung von "site-
forming-units" (SFU) durch Einwirkung der C3-
Konvertase-Akti vi tat.
Mit Antzi.koxpeam und Komplementfaktoren Cl, C4 und C2
beladene Er~hroz~en wurden in Gegenwart von C3 und
den jeweils genannten Verbindungen fiber 1 h inku-
biert. Die Bildung der SFU wurde aus der durch die
Komplementfaktoren CS-C9 bedingten Hamolyse
berechnet.
Bei der Berechnung wurde das Ergebnis, das in Abwe-
senheit der Hemmsubstanzen erzielt wurde, gleich
100 % SFU gesetzt.
PrUfsubstanz (10- 5 mol/I)
RosmarinsUure
NAT 03-362
NAT 03-398
NAT 03-401
NAT 03-392
NAT 03-349
NAT 03-396
NAT 03-399
NAT 03-395
NAT 03-394
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VerUnderung von SFU
[%]
- 69
- 76
- 64
- 56
- 55
- 50
- 42
- 24
- 10
+ 12
Tab. 2.38: Vergleichende Darstellung der Wirkung von Substan-
zen auf verschiedene proteolytische Enzyme.
Die Effekte verschiedener Verbindungen (10- 5 molll)
auf die Bildung von "site-forming-units" (SFU)
infolge Einwirkung der C3-Konvertase wurde mit dem
Einflup auf die proteolytische Aktivitlit von
Elastase und Kollagenase bei einer Konzentration von
5 x 10-3 bzw. 6,3 x 10-3 molll verglichen. Die Hem-
mung der C3-Konvertase ist als Reduktion der Bildung
von SFU in Prozent dargestellt. Die Elastase- bzw.
Kollagenase-Aktivitlit wurde nech Rinderknecht et e l.,
(1968) ermittelt und ist in % der Aktivitlit in
Abwesenheit der Prufsubstanzen angegeben .•
Verlinderung der proteolytischen Aktivitlit [%)
Substanz- C3-Konvertase Elastase Kollagenase
Konz. 10-5 5x10- 3 5x10- 3
[mol/l) (6,3x10- 3) (6.3x10- 3)
Rosmarinsliure - 69 (- 37) (+ 6)
NAT 03-293 - 82 (- 70) (+ 13)
NAT 03-362 - 76 (- 28) (- 62)
NAT 03-401 - 56 - 87 - 60
NAT 03-392 - 55 - 27 4
NAT 03-349 - 50 - 62 - 70
In einem auch andere Substanzklassen umfassenden Screening
auf Hemmer der C3-Konvertase wurden keine weiteren Inhibito-
ren mehr gefunden, so dap fijr eine In-vitro-/In-vivo-Korrela-
tion nur die Rosmarinsaure bzw. verwandte Strukturen zur Ver-
fijgung standen. Tab. 2.39 zeigt einen Vergleich der Wirkung
von Substanzen aus dieser SUbstanzklasse im Hamolyse-Plaque-
Test (Methode nach Cunningham und Szenberg, 1968) und auf die
C3-Konvertase-Aktivitat.
Beim Hamolyse-Plaque-Test handelt es sich um ein Ex-vivo-
Modell zur Erfassung einer spezifischen Antikorperantwort,
also einer Reaktion von B-Lymphozyten. Vier Tage nach einer
Immunisierung von Mausen mit Schaferythrozyten wird ex vivo
die Fahigkeit von B-Lymphozyten aus der Milz untersucht,
Antikorper zu sezernieren, die unter den Testbedingungen nach
Zugabe von Komplement-Faktoren Schaferythrozyten lysieren.
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Tab. 2.39: Vergleichende Darstellung der Wirkung von Ros-
marinsaure (RA) und ihrer strukturanalogen Verbin-
dungen auf die Hamolyse-bedingte Plaquebildung
ex vivo und die C3-Konvertase-Aktivitat in vitro.
Die Verminderung der Anzahl plaque-bildender Zellen
(PFC) aus Hausen, die mit Schaferythrozyten immuni-
siert worden waren, ist in % angegeben und wurde
mittels der Cunningham-Technik (Cunningham und Szen-
berg, 1968) bestimmt. Die Verbindungen wurden tagl.
fur 4 Tage nach Immunisierung in einer Dosis von
10 mg/kg i.v. bzw. in einer Dosis von 10 und
100 mg/kg p.o. appliziert. Die Werte entsprechen den
mittleren Hemmungen der Bildung von PFC aus Hilzzel-
len von mindestens 5 Hausen. Die Effekte der Pruf-
substanzen (10- 5 moi/l) auf die Biidung von "site-
forming-units" (SFU) ist als % Reduktion angegeben.
Substanz
Rosmarinsllure
Dosis und
Applikation
[mg/kg)
10 Lv.
10 p.o.
Reduktion von
PFC
[%)
- 30
5
Reduktion von
SFU
[%)
- 63
NAT 03-383 10 L.v ,
NAT 03-353 100 p.o.
NAT 03-359 100 p.o.
NAT 03-362 100 p.o.
NAT 03-392 100 p.o.
a 500 fL1llo1/1
41
25
5
36
33
b 50 fL1llo1/1
- 73
25a
5b
76
45
Das Ausma~ der Hamolyse erlaubt eine Aussage liber die Aktivi-
tat der B-Lymphozyten und ihre Differenzierung zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen. Rosmarinsaure sowie einige che-
misch synthetisierte Derivate zeigen eine gewisse Hemmwirkung
im Hamolyse-Plaque-Test. Auffallig dabei ist, da~ starke Hem-
mer der C3-Konvertase nur eine schwache bis mittlere Hemmung
im Hamolyse-Plaque-Test zeigen. Auch durch eine Erhohung der
Dosiskann in der Regel keine gro~ere Inhibitionsrate erzielt
werden. Bei der Bewertung dieser Ergebnisse mu~ die relative
Empfindlichkeit dieser Substanzklasse gegenliber Oxidation
durch Luftsauerstoff sowie die sehr kurze Halbwertszeit von
Rosmarinsaure im Blutplasma berlicksichtigt werden. Auch die
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Applikationsweise hat Auswirkungen auf den Effekt von Sub-
stanzen im Hamolyse-Plaque-Test, denn i.v. applizierte Rosma-
rinsaure ist wirksamer als oral applizierte. Die Ergebnisse
dieser Experimente zeigen, da~ zumindest fUr Substanzen der
genannten Strukturklasse die C3-Konvertase-Inhibition ein ge-
eigneter In-vitro-Test fUr Substanzen ist, die in vivo einen
Einflu~ auf die Plaque-bildenden Zellen haben.
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2.21 KB-Zellen-Test
2.21.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Mit Hilfe des Testmodells "KB-Zellen-Test" konnen PrUfsub-
stanzen auf zytostatische bzw. zytotoxische Wirkung UberprUft
werden. Als Ma~ fUr die zytotoxische Wirkung dient die Inten-
sitat eines stark blauen Farbstoffs, der mit Hilfe mitochon-
drialer Dehydrogenasen aus dem schwach gelben Tetrazoliumsalz
MTT gebildet wird, wobei eine Korrelation zwischen Farbinten-
sitat und Zellzahl bzw. ihrer metabolischen Aktivitat besteht
(Peters, J.H., Gottingen, personliche Mitteilung). Als Ma~
fur die zytostatische Wirkung wird die DNS-Syntheserate nach
Inkorporation von 3H-Thymidin in die Zellen bestimmt.
Substanzen mit zytotoxischer Wirkung weisen in der Regel eine
deutlich verminderte metabolische Aktivitat bei gleich-
zeitiger Reduktion der DNS-Syntheserate auf. Substanzen mit
ausschlie~lich zytostatischer Wirkung sind durch eine deut-
liche Reduktion des 3H- Thymi di n- Ei nbaus mit nur geringer Be-
einflussung der Bildung des blauen Farbstoffs als Ma~ fUr die
Zellvitalitat gekennzeichnet.
Zusatzlich kann der Einbau von 3H-Methionin in die Proteine
von Hepatoma-Zellen als Ma~ fUr die Zytotoxizitat von PrUf-
substanzen herangezogen werden.
Dieser Test dient einerseits der Erganzung des In-vitro-PrUf-
systems II LymphozytenstimulationII und ermoglicht, Substanzen
mit ausschlie~lich immunmodulatorischen Eigenschaften von ge-
nerell zytostatisch und zytotoxisch wirkenden Substanzen ab-
zugrenzen, und kann andererseits fUr ein generelles Screening
von PrUfsubstanzen auf zytotoxische bzw. zytostatische Wir-
kung eingesetzt werden.
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2.21.2 Ma'terial und Me'thoden
2.21.2.1 Zellen
a) KB-Zellen
Es wird eine humane Nasopharynx-Tumorzellinie eingesetzt.
Diese wird von Flow Laboratories, Meckenheim (Nr. 800198)
bezogen. Die Zellen sind in Kulturmedium unter Zusatz von
10 % DMSO bei -196 DC mit der Passagenzahl 370 kryokonser-
viert.
b) Hepatomazellen
Es wurde eine humane Hepatomazellinie, literaturbekannt
unter der Bezeichnung HepG2, eingesetzt, welche uns 1985
vom Institut fUr klinische Chemie und Labormedizin der
Universitat MUnster mit freundlicher Genehmigung von PD
Dr. Schmitz, zur VerfUgung gestellt wurde. Die Zellen sind
in Kulturmedium unter Zusatz von 10 % DMSO bei -196 DC mit
unbekannter Passagenzahl kryokonserviert.
2.21.2.2 Kul'turmedium und Puffer
a) Kul 'turmedi um
FUr das Kulturmedium werden folgende Medien, Medienaddi-
tiva und Antibiotika benatigt:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03, Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach konzen-
triert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM Pulverkonzentrat (fUr 5 1 Medium)
+ 18,5 9 NaHC03
+ 0,5 9 Streptomycinsulfat
+ 0,3 9 Penicillin G (500.000 IU)
werden mit bidest. Wasser auf 5 1 aufgefUllt und nach
15-30minUtigem RUhren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~m,
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Schleicher & Schlill, Nr. 401352).
Die NEAA werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Das FKS wird zur Inaktivierung von Proteasen 2 h bei 56 °C
hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 %ig (v/v) dem Fllis-
sigmedium zugesetzt.
BSA wird als sterile 10 %ige Stammlosung in bidestillier-
tem Wasser bei 4 °C gelagert und dem Fllissigmedium vor
Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
schlie~lich NaHC03, NEAA und Antibiotika bezeichnet. AIle
anderen Zusatze (FKS, BSA) werden gesondert aufgeflihrt.
buffered saline"
der pH-Wert
Nr.6404)
Nr. 4936)
Nr. S0876)
Nr. 4873)
1 I aufgeflillt;
(Merck,
(Merck,
(Sigma,
(Merck,
Wasser auf
b) PBS-Puffer
Zum Waschen der Zellen wird "phosphate
(PBS) verwendet:
8,0 g NaCI
0,2 g KCI
1,15 g Na2HP04
0,2 g KH2P04
werden mit bidest.
der Losung betragt 7,0.
2.21.2.3 Reagenzien
a) Trypsinlosung
100 ml 0,25 %ige Trypsinlosung (Flow, Nr. 1689454) werden
mit 7 ml einer 1 %igen EDTA-Losung (in sterilem PBS-Puf-
fer) versetzt.
b) MTT/3H-Thymidin-Losung
75 mg MTT (Dimethylthiazol-diphenyl-tetrazolium, Sigma)
und 30 ~l 3H-Thymidin (1,11 MBq; spez. Akt. 0,67 TBq/mmol;
NEN, Dreieich) werden in 30 ml Zellmedium (5 % FKS) gelost
und sterilfiltriert.
c) 3H-Methionin-Losung
Flir jede Multischale (2 ml Medium) werden 0,5 ~l 3H_
Methionin (37 MBq/ml) mit 19,5 ~l Aqua dest. gemischt ein-
gesetzt (1,85 kBq/Einheit).
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2.21.2.4 Subkultivierung der KB- bew, HepG2-Zellen
AIle im folgenden besehriebenen Arbeitsgange erfolgen unter
sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank, sterile Verbrauehsware,
Pipetten):
1. Medium absaugen
2. 2 ml Trypsinlosung zusetzen (bei NUNC-Petrisehalen,
d=10 em, Nr. 150350)
3. Naeh 5 min bei 37 DC die Zellsuspension in ein Zentrifu-
genrohrehen pipettieren, in dem 2 ml DMEM/I0 % FKS vorge-
legt wurden
4. Zentrifugation bei 2.000 Upm (Labofuge 6000, Heraeus),
1 min
5. Absaugen des tlberstandes, Suspendieren des Zellpellets in
5 ml DMEM/I0 % FKS
6. Zentrifugation wie 4.
7. tlberstand absaugen, Zellpellet in 5 ml DMEM/IO % FKS auf-
nehmen und auf flinf neue Petrisehalen verteilen, in denen
10 ml DMEM/10 % FKS vorgelegt wurden.
2. 21. 2.5 Einfrieren von KB- bzw. HepG2-Zellen
Punkt 1.-6. wie unter 2.21.2.4 besehrieben
7. Pellet suspendieren in 1 ml DMEM/10 % FKS/I0 % DMSO und in
eine Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettieren
8. Mit Einfrierstopfen (Union Carbide) auf Position "G" 2 h
im Stiekstoffbehalter belassen, danaeh alle 15 min eine
Position tiefer setzen.
2.21.2.6 Auftauen und Kultivierung der Zellen
1. Ampulle aus Stiekstoffbehalter entnehmen und 5 min bei
37 DC im Wasserbad erwarmen
2. Inhalt in zentrifugenrohrehen liberflihren, mit 5 rnl DMEM-
Medium (s. 2.21.2.2) verdlinnen
3. Zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min
4. tlberstand absaugen, + 5 ml DMEM-Medium; Zellen vorsiehtig
mit Pasteurpipette suspendieren
5. Zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min
6. tlberstand absaugen, mit 1 ml DMEM-Medium Zellen suspen-
dieren, auf gro~e Petrisehalen mit 15 ml DMEM-Medium geben
7. Inkubation im Brutsehrank bei 5 % CO2, 37 DC
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8. Medium aIle 24 h wechseln
9. Am 3. Tag eine gro~e Petrischale auf 4 Multischalen a
24 Einheiten) in DMEM, 1 % NEAA, 10 % FKS verteilen.
2.21.2.7 Prot:einbest:i.1I1mung nach Lowry
Lasungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2,0 % NazC03
0,1 mol/l NaOH
1,0 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CuS04 x 5 HzO
einzeln lasen, dann zusammengeben
50 Teile Reagenz A
+ 1 Teil Reagenz B
PrUflasung:
100 ~l Probe mit 2 ml Reagenz C gut mischen und 10 min
stehen lassen.
100 ~l Folin-Reagenz (Fa. Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen
100 ~l Triton-X-100 (l%ig in dest. Wasser) zugeben.
Absorptionsbestimmung gegen Reagenz + Folin + Triton als
Leerwert im Spektralphotometer (Beckman, Modell 34) - Wel-
lenUinge: 660 nm
Eichlasung:
0,1 % BSA-Lsg.
10-50 ~l = 10 - 50 ~g BSA/Ansatz
2.21.2.8 Durchfiihrung der Unt:ersuchungen
2.21.2.8.1 Best:i.1I1mung der Vit:alit:at: und des Einbaus von
3H- Thymidin
Am 5. Tag nach dem Auftauen der Zellen wird eine Multischale
mit 100 ~l MTT/3H-Thymidin-Losung (mit steriler Pipette
zugeben I) je MS-Einheit (1 ml Medium) versetzt und fUr 2 h
bei 37 DC,S % COz inkubiert (= Kontrolle To)'
Die restlichen 8 Multischalen werden nach Zugabe der Sub-
stanzen (Endkonzentration Etanol = 1 %) fUr 24 h inkubiert.
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Anschlie~end Zugabe von 100 ~l MTT/ 3H-Thymidin-Losung je MS-
Einheit und Inkubation fur weitere 2 h bei 37°C, 5 % COz'
Inkubation ohne Substanz = Kontrolle T1
Die Reaktion wird durch Lagerung der Schalen fur 30 min bei
-20°C in der Tiefkuhlzelle gestoppt (Schalen nicht uber-
einander stapeln I).
a) MTT-Test
Die beiden inneren und die beiden au~eren Einheiten eines
jeden Versuchsansatzes werden jeweils zusammengefa~t (=
2 x 2 ml), bei 2.000 Upm 5 min zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen.
Pellet mit 2 ml 0,9 % NaCI waschen, Uberstand
verwerfen, Vorgang wiederholen.
Pellet mit 1,5 ml 0,9 % NaCI beschallen (10 sec, 30 W)
2 x 300 ~l Aliqouts entnehmen
+ 100 ~l 0,3 % SDS
+ 1 ml HCI/Isopropanol
gut mischen und anschlie~end die Extinktion bei 570 nm
gegen HCI/Isopropanol als Leerwert bestimmen.
b) 3H-Thymidin-Einbau
Der gesamte Kuvetteninhalt des MTT-Ansatzes in Szintil-
lationsgefa~e (4 ml) geben, 4 ml Szintillator (Insta-
gel II, Packard) zugeben, 3H-Messung im Szintillations-
zahler (LKB, Modell 1219).
c) Auswertung
Von den Einzelbestimmungen werden die Mittelwerte errech-
net und der Einflu~ von Substanzen auf die Zellvitalitat
(MTT-Test) und die DNS-Syntheserate (3H-Thymidin-Einbau)
als prozentuale Veranderung bezogen auf die Kontrolle T1
angegeben. Die Kontrolle TO dient nur zur Uberprufung der
Wachstumsphase wahrend der Inkubationszeit mit Substanz,
die sich aus der Differenz T1 - TO ergibt.
Aufgrund schlechter Reproduzierbarkeit unter den genannten
Versuchsbedingungen wird auf die Proteinbestimmungen als
Bezugsgro~e verzichtet.
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2.21.2.8.2 Bestimmung des Einbaus von 3H- Me thi oni n
a) Inkubation in Gegenwart von 3H-Methionin
Nach Substanzinkubation fUr 6 h bei 37 °C, 5 % CO2 werden
dem Medium 20 ~l 3H-Methionin-Losung zugegeben und die
Zellen fur weitere 12-18 h bei 37 °C, 5 % CO2 inkubiert.
Anschlie~end werden die Proben direkt aUfgearbeitet oder
konnen fUr eine spatere Aufarbeitung bei -20 °C eingefro-
ren werden.
b) Aufarbeitung
- Medium abnehmen und in Zentrifugenrohrchen geben
- Zellmonolayer mit 1,5 ml warmer (37 °C) Trypsin/EDTA-
Losung von der Schale ablosen und in entsprechendes Zen-
trifugenrohrchen mit Medium geben
- Zentrifugation 5 min, 2.000 Upm, Tischzentrifuge
- tlberstand absaugen
- Zellpellet 2 x mit eiskaltem PBS-Puffer waschen und
jeweils erneut zentrifugieren
Pellet mit 500 ~l PBS aufnehmen und 10 sec in Eisbad mit
30 W beschallen
Ein Aliquot (100 ~l) des Zellhomogenates wird fUr die Pro-
teinbestimmung eingesetzt.
Zum restlichen zellhomogenat werden 100 ~l BSA-Losung
(20 mg/ml) als Trager-Protein zugegeben und die Proteine
mit 0,5 1 einer eiskalten 20 %igen TCA-Losung ausgefallt.
Nach 10 min auf Eis wird die Suspension zentrifugiert und
das Proteinpellet 2mal mit 10 %iger TCA-Losung gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation und Waschen des Proteinpel-
lets wird dieses in max. 1 ml 0,5 mol/l NaOH aufgelost und
die Radioaktivitat eines Aliquots dieser Losung bestimmt.
c) Auswertung
Von den Einzelwerten werden die Mittelwerte bestimmt und
der Einflu~ von Substanzen auf den Einbau von 3H-Methionin
in die Zellproteine als prozentuale Veranderung bezogen
auf die Kontrolle angegeben.
2.21.3 Ergebnisse und Diskussion
Die mit Referenzsubstanzen und einigen reprasentativen For-
schungssubstanzen an menschlichen Nasopharynx~Karzinomzellen
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erzielten Ergebnisse hinsichtlich metabolischer Aktivitat
(MTT-Turnover) und DNS-Syntheserate (3H-Thymidineinbau) sind
in Tabelle 2.40 niedergelegt.
Tab. 2.40: Einflu~ von Referenz- und Prufsubstanzen auf den
MTT-Turnover und die DNS-Syntheserate
Humane Nasopharynxkarzinomzellen (KBZ) wurden als
Monolayer in MEM/ 5 % FKS/ 1 % nicht-essentielle
Aminosauren (NEAA, Boehringer Mannheim) kultiviert.
Nach Zusatz der Testsubstanzen wurde unter Standard-
bedingungen 24 h inkubiert, anschliessend 100 ~l
MEM, welches 1 mg/ml MTT und 10 kBq/ml 3H- Thymidin
enthielt, zugesetzt und eine weitere Stunde inku-
biert.
Die Zellen wurden unter Trypsineinflu~ abgelost, mit
0,9 %iger NaCl-Losung gewaschen und durch Ultrabe-
schallung homogenisiert.
Die 3H- Radi oak t i vi t a t wurde in einem Flussigszintil-
lationszahler (LKB, Modell 1219) quantifiziert.
Die Menge des durch MTT-Umsatz gebildeten blauen
Formazans wurde im Spektralphotometer (Beckman,
Modell 34) nach Solubilisierung des Farbstoffs
aus 200 ~l Zellhomogenat mit 100 ~l 3 %iger Natrium-
dodecylsulfatlosung (SDS) und 1 ml Isopropanol/
0,04 mol/l HCl bei 570 nm bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte aus zwei Bestimmungen.
Substanz relativer MTT- 3H-Thymidin-
Umsatz Inkorporation
(1 /lJIlol/l) [I] [I]
Vinblastin 9 - 62
Vincristin 7 - 47
Colchicin -11 - 56
Cycloheximid - 57 - 36
NAT 04-382 + 13 9
NAT 05-239 8 + 18
NAT 04-152 9 5
NAT 06-209 + 9 + 2
NAT 06-051 + 10 + 3
NAT 80-009 6 - 81
NAT 18-28711107 - 83 - 90
Wahrend Colchicin bei allen geprliften Konzentrationen aus-
schlie~lich die Inkorporation von 3H-Thymidin inhibierte, wie
es aufgrund des Wirkmechanismus dieser Substanz zu erwarten
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war, zeigte Cycloheximid in der hechsten Konzentration auch
zytotoxische Effekte. NAT 18-28711107, eine Substanz aus
einer Pflanzenzellkultur, erwies sich als stark zytotoxisch,
wahrend mit Ausnahme der stark zytostatisch wirkenden Sub-
stanz NAT 80-009 a1le anderen hier reprasentativ aufgeflihrten
Substanzen wederzytotoxische noch zytostatische Wirkung in
diesem Zellsystem zeigten.
Da eine Vielzahl von Substanzplifungen an der Hepatoma-Zel-
linie HepG2 erfolgt (z.B. Bestimmung der LDL-Rezeptordichte,
Synthese und Sekretion von Apoproteinen), war es sinnvoll,
die zusatzliche Eignung dieser Zellinie als Testmodell zur
Untersuchung von Prlifsubstanzen auf potentiell zytotoxische
bzw. zytostatische Wirkung hin zu untersuchen.
In An1ehnung an die mit der Nasopharynx-Ze1linie gewonnenen
Erfahrungen.wurde zunachst die Vitalitat der Zellen in Abhan-
gigkeit von der MTT-Konzentration (Abb. 2.53), die Bildung
des blauen Farbstoffes in Abhangigkeit von der Inkubations-
dauer (Abb. 2.54) sowie die DNA-Syntheserate mittels des 3H_
Thymidin-Einbaus ermittelt. Die genannten Abbildungen zeigen
den Vergleich der mit HepG2-Zellen erzielten Ergebnisse mit
den aus Nasopharynx-zellen gewonnenen Daten.
Bei beiden Zellinien la~t sich eine lineare Abhangigkeit von
der MTT-Konzentration im Inkubationsmedium bis zu der hech-
sten geprliften Konzentration von 3,75 mg/ml Medium nachweisen
(Abb. 2.53). Im Gegensatz dazu ist bei einer konstanten MTT-
Konzentration von 1,5 mg/ml Medium nur bei der Hepatozyten-
Zellinie ein linearer Anstieg der Formazanbildung mit zuneh-
mender Inkubationsdauer zu verzeichnen (Abb. 2.54). Die KB-
Zellen erreichen nach ca. 90 min Inkubationsdauer bereits den
Sattigungsbereich. Auffallend sind die Unterschiede hinsicht-
lich der Menge des gebildeten Farbstoffes aus MTT. Diese ken-
nen aufgrund der Korrelation zwischen Farbstoffbildung und
metabolischer Aktivitat bzw. Zellzahl mit unterschiedlichen
Phasen des Zellwachstums erklart werden. Als zusatzlicher
Hinweis kann die DNA-Syntheserate angesehen werden
(Abb. 2.55).
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Bei der Wahl geeigneter experimenteller Bedingung konnen
daher beide Zellinien in gleichem Mape als Testmodell fUr die
PrUfung von Forschungssubstanzen eingesetzt werden.
Tabelle 2.41 zeigt den Einflup von Referenzsubstanzen auf den
"MTT-Turnover" sowie die DNA-Synthese in HepG2-Zellen. Sowohl
Cycloheximid als auch Colchicin weisen eine dosisabhangige
Hemmung der metabolischen Aktivitat auf, wahrend die DNA-Syn-
these nur mit Cycloheximid einer dosisabhangigen Inhibition
unterliegt. Cyclophosphamid zeigt in beiden Fallen keine Wir-
kung. Verglichen mit den an KB-Zellen gewonnenen Ergebnissen
(Tab. 2.40) ist somit ein deutlicher Unterschied hinsichtlich
der Hemmwirkung unter vergleichbaren experimentellen Bedin-
gungen festzustellen.
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Abb. 2.53: Einflu{3 des: MTT-Konzentration auf die Bildung von
blauem Formazan in humanen Nasopharynxkarzinomzellen
(KB) und in der Hepatomazellinie HepG2.
KB- bew, HepG2-Zellen wuxden in MEM/ 5 % FKS/ 1 %
nicht-essentielle Aminosauren (NEAA) bzw. 10 % FKS/
1 % NEAA fur 24 h bei 37°C als Monolayer inkubiert.
100 III MTT-Losung wurde zur Erreichung des: angegebe-
nen Konzentrationen zugesetzt und eine weitere
Stunde inkubiert. Die Zellen wurden anschliessend
unter Txypsineinflu{3 abgelost und durch Ultrabe-
schallung homogenisiert. Die Menge des durch MTT-
Umsatz gebildeten blauen Formazans wurde im Spek-
tralphotometer (Beckman, Modell 34) nach Solubili-
sierung des Farbstoffs aus 200 III zellhomogenat mit
100 III 3 %iger Natriumdodecylsulfatlosung (SDS) und
1 ml Isopropanol/ 0,04 mol/l HCl bei 570 nm
bestimmt.
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Abb. 2.54: Einflu~ der Inkubationszeit auf die Formazanbil-
dung in KB- und HepG2-Zellen
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zur
Abb. 2.53 beschrieben, durchgefiihrt mit der Ausnah-
me, da~ die Inkubationszeit wie angegeben variiert
und die MTT-Konzentration mit 1,5 mg/ml Mediwn
konstant gehalten wurde.
FUr eine weitere tlberprlifung der Hepatoma-Zellinie wurde
zunachst der Einbau von 3H-Methionin zur Bestimmung der Pro-
teinbiosyntheserate untersucht. Abbildung 2.56 verdeutlicht
den zeitabhangigen Verlauf der Inkorporation von 3H- Me t hi oni n
in die Proteinfraktion von HepG2-Zellen. Dar Methionin-Einbau
in die TCA-fallbaren Proteine verlauft bis zu einer Inkuba-
tionsdauer von 22 h linear.
Weiterhin wurde der Einflu~ von Referenzsubstanzen und eini-
gen ausgewahlten Forschungssubstanzen auf die Proteinbiosyn-
these in HepG2-Zellen untersucht (Tab. 2.42). Neben der Be-
stimmung der Radioaktivitat in der TCA-fallbaren Protein-
fraktion wurde zusatzlich der Effekt auf die Menge Zellpro-
tein ermittelt. Wie die Tabelle dokumentiert, konnte bei
einigen
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Abb, 2.55: Einflu{3 der Inkubationszeit auf die Inkorporation
von 3H- Thymidin in KB- und HepG2-Zellen
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zur
Abb. 2.53 beschrieben, durchgefiihrt.
Anstelle der MTT-Losung wurde jedoch 3H- Thymi di n
(10 kBq/ml Medium) zugesetzt. Die 3H-Radioaktivitat
wurde im Fliissigszintillationszahler (LKB, Modell
1219) quantifiziert.
Forschungssubstanzen eine dosisabhangige Verminderung der 3H_
Methionin-Inkorporation festgestellt werden. Die Veranderung
des gesamten Zellproteins korreliert gut mit den durch Radio-
aktivitatsmessung erhaltenen Ergebnissen.
Die im Durchschnitt etwas geringer ausfallende prozentuale
Veranderung des Zellproteins la{3t sich darauf zurlickflihren,
da{3 dieser Marker eher zytostatische bzw. zytotoxische Wir-
kungen erfa{3t, wahrend die Radioaktivitatsmessung den Einflu{3
von Prlifsubstanzen auf die De-novo-Synthese der Proteine
widerspiegelt und somit einer deutlicheren Beeinflussung
unterliegt.
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Tab. 2.41: Einflu[3 einiger Referenzsubstanzen auf den MTT-
Umsatz bzw. die Inkorporation von 3H- Thymidin in
HepG2-Zellen.
Die Inkubationen wurden, wie in dez: Legende zur
Abb. 2.53 beschrieben, durchgefiihrt. 100 III DMEM,
welches 1,5 mg MTT/ml und 10 kBq/ml 3H- Thymidin
enthielt, wurde zugesetzt und 1 h inkubiert. Das
solubilisierte Zellhomogenat wurde zur Bestimmung
der Thymidininkorporation und des MTT-Umsatzes
geteilt.
Substanz Konz. rel. MTT- 3H-Thymidin
Umsatz Inkorporation
[lWIo1/1) [%) [%)
Cycloheximid
1
- 30 - 20
3 - 33 - 44
10 - 38 - 48
Co1chicin
1 - 25 - 42
3 - 35 - 38
10 - 43 - 42
Cyclophosphamid
1 7 + 13
3 - 17 3
10 1 + 3
Die Ergebnisse zeigen, da[3 die Verminderung des Einbaus von
3H- Me t hi oni n in die Proteine von HepG2-Zellen als Ma[3 ftir die
Zytotoxizitat von Prtifsubstanzen herangezogen werden kann.
Dieser Test ermoglicht ein gut handhabbares und wenig zeit-
aufwendiges Screening, urn zwischen zytotoxische wirkenden und
nicht-toxischen Substanzklassen zu differenzieren.
Die aus pharmakokinetischen Untersuchungen gewonnenen
Erkenntnisse tiber die Metabolisierung von Prtifsubstanzen
ermoglichen zusatzlich die gezielte Prtifung von Metaboliten
in diesem Prlifsystem, ohne zunachst auf entsprechende
Tierversuche zurlickgreifen zu mlissen.
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Tab. 2.42: Einflu~ einiger Referenzsubstanzen und Substanzen
aus unseren Syntheselaboratorien auf den zellularen
Proteingehalt bzw. die mit Trichloressigsaure fall-
bare Menge inkorporierten 3H- Me t hi oni ns in HepG2-
Zellen.
Die Experimente wurden, wie in der Legende zur
Abb. 2.56 beschrieben, durchgefuhrt. Die HepG2-Zel-
len wurden in Gegenwart der angegebenen Substanzkon-
zentrationen und 3H- Me t hi oni n (8,5 kBg/ ml Medium)
fur 20 h bei 37°C inkubiert.
Substanz Konz. 3H-Methionin- Zellprotein
Inkorporation
[lUIlol/l) [%) [% Anderung)
Cyclohexi.mi.d
1 - 72.5 - 56
10 - 90.0 - 80
Actinomycin D
1 - 66 - 51
10 - 98 - 92
NAT 04-152
10 5 + 5
31. 6 7 6
NAT 06-209
10
- 12 + 14
31,6 5 6
NAT 06-210
10 - 17 + 20
31,6 + 14 + 12
NAT 04-477
10
- 11 - 12
31,6 - 73 - 42
NAT 04-558
10 - 42 + 34
31,6 - 91 - 90
NAT 04-593
10 - 42 + 28
31,6 - 83 + 62
NAT 18-330 11104
10 - 67 + 44
31,6 - 91 + 67
NAT 20-729 11204
10 3 5
31,6 7
- 12
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Abb , 2.56: Einflu{3 der Inkubationszeit auf die mit Trichlor-
essigsaure fallbare Menge inkorporierten 3H-Me thio-
nins in HepG2-Zellen.
HepG2-Zellen wuxden mi t 2 ml DMEMI 5 % FKSI 1 % NEAA
in Gegenwart von 3H-Methio1}in (9,25 kBgl ml Medium)
bei 37°C fiir die angegebenen Zeiten inkubiert.
Die Zellen wurden unter Trypsineinflu{3 abgenommen,
mit dem etltsprechenden Mediumiiberstand vereinigt und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mehrfach mit
eiskal tem PBS-Puffer gewaschen und in 0,5 ml Endvo-
lumen mittels Ultrabeschallung homogenisiert. 100 ~l
wurden zur Proteinbestimmung eingesetzt. Zum rest-
lichen Zellhomogenat wurden 100 ~l BSA-LCJsung
(20 mglml) als "Transportprotein" zugesetzt. Die
Proteinfraktion wurde nun durch Zusatz von 0,5 ml
eiskalter 20 %iger Trichloressigsliure (TCA) 'prlizi-
pitiert. Nach 10miniitiger Inkubation der Proben im
Eisbad wurde zentrifugiert, das Pellet zweimal mit
10 %iger TCA gewaschen und anschliessend in 1 ml
0,5 molll NaOH gelCJst. Die 3H-Radioaktivitlit wurde
im Fliissigszintillationszlihler (LKB, Modell 1219)
guantifiziert.
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3. REZEPTORUNTERSUCHUNGEN ZUR AUFFINDUNG KARDIOVASKULliR UND
PSYCHOTROP WIRKSAMER SUBSTANZEN
3.1 Einfiihrung
Ein Schwerpunkt der Neurophysiologie in den letzten zehn Jah-
ren war die biochemische Charakterisierung einer Reihe von
spezifischen Bindungsstellen (Rezeptoren) im zentralen und
peripheren Nervensystem.
Rezeptoren sind Zellmembran-gebundene Zielstrukturen fur kor-
pereigene Liganden (z.B. Neurotransmitter, Hormone). Ihre
Aufgabe besteht in der Transformation der durch den Liganden
ubermittelten Information in eine zellulare Antwort, wobei
neben dem eigentlichen Rezeptorprotein, das den Liganden bin-
det, noch weitere Proteine mit teilweise enzymatischer Akti-
vitat beteiligt sein konnen. Veranderungen dieser Rezeptorsy-
steme (Ligand-Rezeptor-zellulare Antwort) sind Ursache einer
Reihe von Erkrankungen, wie z.B. Morbus Parkinson, Chorea
Huntington, endogene Depressionen, Psychosen, Schizophrenien
sowie verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen.
Eines der wichtigsten Charakteristika von Rezeptoren ist
deren Spezifitat, d.h. die Eigenschaft, einen ganz bestimmten
Liganden zu erkennen. Dieses Prinzip ist die Grundlage des
Wirkmechanismus einer Reihe von Pharmaka wie z.B. von
a-Blockern, ~-Blockern, Opiaten, Benzodiazepinen u.a ..
Prinzipiell kann man Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten
unterscheiden, d.h. Substanzen, die den physiologischen
Liganden vom Rezeptor verdrangen, ohne selbst eine zellulare
Antwort auszulosen (Antagonisten), bzw. Substanzen, die die
Eigenschaften physiologischer Liganden nachahmen (Agonisten).
Daneben gibt ss aber auch SUbstanzen, die zwar als Antagoni-
sten den physiologischen Liganden vom Rezeptor verdrangen,
selbst aber eine (schwachere) agonistische Aktivitat haben
(" intrinsic activity", ISA).
Rezeptor-Bindungsuntersuchungen ermoglichen eine relativ
schnelle Auffindung von Substanzen mit potentieller antagoni-
stischer bzw. agonistischer Aktivitat. Im allgemeinen werden
fur diese Untersuchungen Hirnmembranen von Ratte und Rind
verwendet. Im Experiment werden Tritium-markierte spezifische
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Liganden zusammen mit Aliquoten der Hirnmembransuspension und
dem jeweiligen "Displacer" (Verdranger, z.B. Priifsubstanz)
inkubiert. Die Trennung von gebundener und freier Radioakti-
vitat wird durch Filtration oder Zentrifugation der Proben
erreicht. Der Anteil der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung wird in Gegenwart eines Uberschusses an nicht-
markiertem Liganden ermittelt. Me~parameter der Rezeptorbin-
dungsuntersuchungen ist die Verdrangung des spezifisch gebun-
denen Liganden aus der Rezeptorbindung. Die Angabe des Me~­
wertes kann prozentual erfolgen, bei wirksamen Reinsubstanzen
aber auch durch einen ICso-Wert, d.h. der Substanzkonzentra-
tion, die eine halbmaximale Inhibition der spezifischen
Ligandenbindung verursacht. Der ICso-Wert aus In-vitro-Unter-
suchungen la~t sich mit dem EDso-Wert (halbmaximaler Effekt)
aus Tierexperimenten vergleichen.
Arbeitsziel dieses Teilprojektes war es, fiir verschiedene
Indikationen Rezeptor-Modelle zu entwickeln, die die Auffin-
dung potentiell wirksamer Substanzen aus der Synthesechemie
bzw. aus pflanzlichen Extrakten ermoglichen.
Eine tlbersicht iiber das experimentelle Design ausgewahlter
Rezeptorbindungsuntersuchungen (Tab. 3.1) sind teilweise aus-
fiihrlich in den folgenden Kapiteln beschrieben, sofern sie
Gegenstand dieses Projektes waren.
Erganzt wurden diese Modelle durch Rezeptorbindungsstudien
mit atrialen natriuretischen Peptiden (ANP), die in den letz-
ten Jahren ausgiebig pharmakologisch untersucht und disku-
tiert worden sind, und durch das Testssystem "Hemmung der
Phosphodiesterase", das eigentlich keine Rezeptorbindungsun-
tersuchung darstellt, aber inhaltlich (kardiovaskulares Indi-
kationsgebiet) besser in dieses Kapitel als in ein anderes
pa~t.
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Tab. 3.1: Bedingungen fur die Rezeptorbindungsstudien.
Rezeptor 3H-Ligand 3H-Ligand Gewebe "Blank" "Blank" Inkubation
Konz. Konz. Konz. Zeit Temp.
[umol/l] [mg/ml] [mmol/l] [min] [OC]
OI-Adreno- Dihydroer- 0,8 27,0 Adranalin 10 30 25
zeptor gocryptin
0I1-Adr e- Prazosin 0,5 15,0 Phan tolamin 0,01 25 25
nozeptor
0I2-Adr e- Clonidin 3,5 10,0 Phalltolamin 0,1 45 25
nozeptor
[3-Adre- Dihydroal- 0,30 27,0 Propranolol 0,1 30 37
nozeptor prenolol
Benzo- Flunitra- 0,85 10,0 Diazapam 0,01 30 4
diazepin zepam
Opiat Naloxon 0,45 7,5 Naloxon 1 15 37
Imipra- Imipramin 0,56 10,0 lmipramin 0,1 60 4
min
Dopamin spiro¥e- 0,60 7,5 Dopamin 1 10 37
ridol
musk. QNB** 1,00 5,0 Atropin 0,01 60 20
Acetyl-
cholin
Serotonin LSDI#*** 5,00 15,0 Serotonin 0,03 15 37
Histamin Cimetidin 2,60 10,0 Cimatidin 1 30 4
Gewebe: Rattenhirn; mit Ausnahme I Corpus striatum*; 1# frontaler Cortex*
'It Rinderhirn; ** Quinuclidinylbenzylat; *** Lysergid
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3.2 Bindungsuntersuchungen an a.-Adrenoceptoren
3.2.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t
Bindungsuntersuchungen an a.-Adrenoceptoren werden an Rohhomo-
genaten des Rattenhirns durchgeftihrt, die durch differenti-
elle Zentrifugation gewonnen werden. Durch die Wahl geeigne-
ter radioaktiv markierter Liganden kennen Bindungsuntersu-
chungen Aufschlu~ tiber die Affinitat von Substanzen zu a.1- ,
a.2 - bzw. zur Gesamtpopulation von a.-Adrenoceptoren geben. Zur
Ermittlung der Bindungseigenschaften von Verbindungen an der
Gesamtpopulation der a.-Adrenoceptoren wird als nichtselekti-
ver Ligand 3H-Dihydroergocryptin eingesetzt. Die Affinitat
von Substanzen zu a.-adrenergen Rezeptoren wird durch die
Konzentration ausgedrtickt, die eine halbmaximale Verdrangung
des spezifisch gebundenen Liganden bewirkt (lCso) '
Zur Bestimmung der Subtyp-Spezifitat werden die selektiven
Liganden 3H-WB 4101 (2,6-Dimethoxyphenoxyethyl)-aminomethyl-
1,4-benzodioxane (a.1-spezifisch) bzw. 3H-Prazosin sowie 3H_
Clonidin (a.2-spezifisch) im Bindungsexperiment eingesetzt.
Substanzen, die in diesen Untersuchungen verdrangende Eigen-
schaften aufweisen, sind als meglicherweise a.-mimetisch oder
a.-Iytisch mit entsprechender Subtyp-Spezifitat einzustufen.
3.2.2 Material und Methoden
3.2.2.1 Versuchstiere
Es werden mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
150-200 9 verwendet.
3.2.2.2 Prilfsubstanzen
a) Reinsubstanzen:
lm Primarscreening wird eine Prtifsubstanz bei 100 ~mol/l
in vier voneinander unabhangigen Experimenten auf ihre
Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls diese pro-
zentualen Hemmwerte in einem pharmakologisch relevanten
Bereich liegen, wird die halbmaximale Hemmkonzentration
(lCso) in vier Einzelexperimenten bestimmt.
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b) Extrakte aUB Pflanzenzellkulturen:
Im Primarscreening wird ein Prlifextrakt bei 100 ~mol/l
(Basis der Konzentrationsangabe ist ein angenommenes mitt-
leres Molekulargewicht der Pflanzeninhaltsstoffe von
400 g/mol) in zwei voneinander unabhangigen Experimenten
auf seine Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls
eine prozentuale Hemmung > 60 % ermittelt wird, werden
Wiederholungsprlifungen bei 100 und 1 ~mol/l durchgeflihrt .
Als Losungsvermittler erwiesen sich Ethanol und Methanol
(5 % Endkonzentration) als geeignet.
Der Substanzbedarf, ermittelt aus der eingesetzten Sub-
stanzkonzentration im Screening (100 ~ol/l), dem Verdlin-
nungsfaktor (50 ~l ad 1000 ~l = 1 : 20) und der Anzahl der
Einzeluntersuchungen (3 x 4 = 12), belauft sich auf 500 ~l
einer 2 mmol/l Substanzlosung (ca. 1 - 2 mg).
3.2.2.3.1 Reagenzien und Puffer fur die Bindung an
a-Adrenozeptoren
a) Reagenzien:
Adrenalin
3H-Dihydroergocryptin
(spez. Akt. 25 Ci/mmol)
Trizma Base
L(+)-Ascorbinsaure
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumchlorid
Salzsaure
Szintillator Biofluor
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Sigma E-4375
NEN, NET-523)
Sigma, T-1503
Merck, 127
Merck, 6404
Merck, 4936
Merck, 2382
Merck, 5833
Riedel de Haen, 30720
NEN, NEF-961
b) Puffer:
0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer pH 7,7
0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer pH 7,1
mit folgenden Zusatzen:
0,2 % Ascorbinsaure
0,12 mol/l NaCI
0,005 mol/l KCl
0,002 molll CaCl2
0,001 molll MgCl2
3.2.2.3.2 Praparation von Rattenhixn
FUr die Gehirnpraparationen werden mannliche Wistar-Ratten
verwendet. Nach Dekapitieren der Ratten wird das Gehirn frei-
prapariert und ohne Medulla oblongata und Pons entnommen. Die
Praparate werden bei - 20 °C eingefroren und innerhalb von
zwei Wochen verwendet.
3.2.2.3.3 Gewinnung von Rattenhirnmembranen
Jeweils ein Praparat (ca. 1,5 g) wird in 20 ml eiskaltem
0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer pH 7,7 homogenisiert (Glasho-
mogenisator mit Teflonpistill). Dieses Homogenat wird 10 min
bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifuga-
tion wird nochmals 10 min bei 39.000 x g zentrifugiert. Das
daraus resultierende Membransediment wird einmal gewaschen,
resuspendiert in 20 ml 0,05 molll Tris-HCI-Puffer pH 7,7,
10 min bei 39.000 x g zentrifugiert und anschlie~end in 55 ml
eiskaltem 0,05 molll Tris-HCI-Puffer pH 7,1 mit folgenden
Zusatzen suspendiert: 0,2 % Ascorbinsaure~ 0,12 molll NaCI~
0,005 mol/l KCI~ 0,002 molll CaCI2~ 0,001 molll MgCI2.
3.2.2.3.4 VersuchsdurchfUhrung
Jeweils 1 ml des Membranhomogenates wird fUr die Ver-
drangungsexperimente eingesetzt. Als spezifischer Ligand wird
50 ~l 3H- Di hydr oe r gocrypt i n (spez. Aktivitat 26 Ci/mmol~ NEN,
Dreieich) in einer Endkonzentration im Inkubationsansatz von
0,85 nmol/l verwendet.
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Die Bestimmung des Anteils der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung erfolgt in Gegenwart von 50 ~l Adrenalin in
einer Endkonzentration von 10 mmol/l ("Blank").
Die Verdrangungseigenschaften einer Prlifsubstanz werden durch
Zugabe von 50 ~l zum Inkubationsansatz in den o.a. Endkonzen-
trationen bestimmt.
Die Inkubation der Proben erfolgt bei 25 °C im Wasserbad.
Nach 30 min wird die Inkubation durch Filtration der Proben
(Whatman, GF/C-Glasfaserfilter) beendet und die Filter mit
5 x 5 ml eiskaltem Homogenisationspuffer gewaschen.
Nach tlberflihrung der Filter in Szintillationsgefa~e (Mini-
vials) und Zugabe von 4 ml Szintillator (Biofluor, NEN, Drei-
eich) wird die gebundene Radioaktivitat in einem Fllissigszin-
tillationszahler (LKB 1216, RackBeta II) bestimmt.
3.2.2.4.1 Reagenzien und Puffer fUr die Bindung an a 1-
Adrenozept:oren
a) Reagenzien:
Phentolamin
3H-Prazosin
(spez. Akt. 20 Ci/mmol)
Saccharose
Magnesiumchlorid
Ascorbinsaure
Trizma Base
Salzsaure
Szintillator Biofluor
Ciba-Geigy
NEN, NET-661
Merck, 7651
Merck, 5833
Merck, 127
Sigma, F-1503
Riedel de Haen, 30720
NEN, NEF-961
b) Puffer:
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,4
mit folgenden Zusatzen:
0,25 mol/l Saccharose
0,001 mol/l MgCl2
0,05 % Ascorbinsaure
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,4
mit folgenden Zusatzen:
0,01 mol/l MgCl2
0,05 % Ascorbinsaure
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3.2.2.4.2 Praparation von Rattenhirn
FUr die Gehirnpraparationen werden mannliche Wistar-Ratten
verwendet. Nach Dekapitieren der Ratten wird das Gehirn frei-
prapariert und ohne Medulla oblongata und Pons entnommen. Die
Praparate werden bei - 20 DC eingefroren und innerhalb von
zwei Wochen verwendet.
3.2.2. 4.3 Gewirmung von Rattenhirnmembranen
Jeweils ein Praparat (ca. 1,5 g) wird in 20 ml eiskaltem
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,4 mit den Zusatzen 0,25 mol/l
Saccharose; 0,001 mol/l MgCl2 und 0,05 % Ascorbinsaure
homogenisiert (Glashomogenisator mit Teflonpistill). Dieses
Homogenat wird 10 min bei 48.000 x 9 zentrifugiert. Das
daraus resultierende Membransediment wird einmal gewaschen,
resuspendiert in 20 ml 0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer pH 7,4 mit
Zusatzen (s.o.), 10 min bei 48.000 x 9 zentrifugiert und
anschlie~end in 100 ml eiskaltem 0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer
pH 7,4 mit den Zusatzen 0,01 mol/l MgCl2 und 0,05 %
Ascorbinsaure suspendiert.
3.2.2.4.4 VersuchsdurchfUhrung
Jeweils 1 m1 dieses Membranhomogenats wird fUr die Verdran-
gungsexperimente eingesetzt. Als spezifischer Ligand wird
50 ~l 3H-Prazosin (spez. Akt. 20 Ci/mmol; NEN, Dreieich) in
einer Endkonzentration im Inkubationsansatz von 0,5 nmol/l
verwendet.
Die Bestimmung des Anteils der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung erfolgt in Gegenwart von 50 ~l Phentolamin in
einer Endkonzentration von 10 ~mol/l ("Blank").
Die Verdrangungseigenschaften einer PrUfsubstanz werden durch
Zugabe von 50 ~l in den o.a. Endkonzentrationen zum Inkubati-
onsansatz bestimmt.
Die Inkubation der Proben erfolgt bei 25 DC im Wasserbad.
Nach 25 min wird die Inkubation durch Filtration der Proben
(Whatman, GF/C-Glasfaserfilter) beendet und die Filter mit
4 x 5 ml eiskaltem Inkubationspuffer gewaschen.
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Nach Oberfuhrung der Filter in Szintillationsgefa~e (Mini-
vials) und Zugabe von 4 ml Szintillator (Biofluor, NEN, Drei-
eich) wird die gebundene Radioaktivitat in einem Flussigszin-
tillationszahler (LKB 1216, RackBeta II) bestimmt.
3.2.2.5.1 Reagenzien und Puffer fiir die Bindung an <Y.2 -
Adrenozeptoren
a) Reagenzien:
Phentolamin
3H- Cl oni di n
(spez. Akt. 21 Ci/mmol)
Trizma Base
Salzsaure
Szintillator Biofluor
Ciba-Geigy
Amersham, TRK.621
Sigma, T1503
Riedel de Haen, 30720
NEN, NEF-961
b) Puffer:
0,05 mmol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,7
3. 2.2.5. 2 Gewinnung von Rattenhirnmembranen
Jeweils ein Praparat (ca. 1,5 g) wird in 20 ml eiskaltem
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,7 homogenisiert (Glasho-
mogenisator mit Teflonpistill). Dieses Homogenat wird 10 min
bei 48.000 x g zentrifugiert. Das daraus resultierende Mem-
bransediment wird einmal gewaschen (resuspendiert in 20 ml
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,7, 10 min bei 48.000 x g zen-
trifugiert) und anschliepend in 100 ml eiskaltem 0,05 mol71
Tris-HCI-Puffer pH 7,7 suspendiert.
3.2.2.5.3 VersuchsdurchfUhrung
Jeweils 1 ml dieses Membranhomogenats wird fur die Verdran-
gungsexperimente eingesetzt. Als spezifischer Ligand werden
50 ~l 3H- Cl on i di n (spez. Akt. 21 Ci/mmol; Amersham, Braun-
schweig) in einer Endkonzentration im Inkubationsansatz von
3,5 nmol/l verwendet.
Die Bestimmung des Anteils der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung erfolgt in Gegenwart von 50 ~l Phentolamin in
einer Endkonzentration von 100 ~mol/l ("Blank").
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Die Verdrangungseigenschaften einer Prlifsubstanz werden durch
Zugabe von 50 ~l zurn Inkubationsansatz in den o.a. Endkonzen-
trationen bestimmt.
Die Inkubation der Proben erfolgt bei 25°C im Wasserbad.
Nach 45 min wird die Inkubation durch Filtration der Proben
(Whatman, GF/B-Glasfaserfilter) beendet und die Filter mit
4 x 5 ml eiskaltem Inkubationspuffer gewaschen.
Nach Uberflihrung der Filter in Szintillationsgefa~e (Mini-
vials) und Zugabe von 4 ml Szintillator (Biofluor, NEN, Drei-
eich) wird die gebundene Radioaktivitat in einem Fllissigszin-
tillationszahler (LKB 1216, RackBeta II) bestimmt.
3.2.2.6 Auswertung
Die Ermittlung aller Einzeldaten erfolgt durch Dreifachbe-
stimmung.
Die Ermittlung der Einzelwerte erfolgt auf der Basis der cpm
(counts per minute)-Bestimmung und Mittelwertbildung der
Dreifachbestimmung. Als spezifische Bindung ist die Differenz
zwischen den Me~werten der Gesamtbindung und der Bindung in
Anwesenheit des "Blank" definiert. Die Me~werte von Prlif-
substanzen werden urn den "Blankme~wert" korrigiert und bezo-
gen auf die spezifische Bindung (100 %) als Prozentwert aus-
gerechnet.
Als Hemmwirkung einer Prlifsubstanz wird die Differenz des
Prozentwertes der 3H- Li gandenbi ndung in Gegenwart der Prlif-
substanz zur spezifischen Bindung angegeben.
ICso-Werte werden auf der Basis der prozentualen Hemmwerte
der Einzelkonzentrationen (0,1, 0,3, 1, 3, 10 und
30 x 10-x mol/I) mittels einer log-probit-Analyse graphisch
ermittelt. Aus vier unabhangigen Einzelbestimmungen wird der
mittlere ICso-Wert (x ± sx) errechnet.
3.2.3 Ergebnisse und Diskussion
Tabelle 3.2 fa~t die Ergebnisse zusammen, die in den Bin-
dungsuntersuchungen mit verschiedenen Referenzsubstanzen
ermittelt worden sind. Durch Verwendung subtypisch-spezifi-
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scher Liganden (WB 4101 fur a1 ; Clonidin fur a 2) lassen sich
Aussagen uber die Spezifitat der untersuchten Verbindungen
treffen.
Tab. 3.2: Affini tlit verschiedener Wirkstoffe ZUlU a-Adrenozep-
tor
Die Konzentration der verdrlingenden Substanz, welche
die spezifische Rezeptorbindung UlU 50 % zu inhibie-
ren vermag (IC50-Wertj, wurde mittels der "log-pro-bit-Analyse" aus 6 verschiedenen Kompetitorkonzen-
trationen ermittelt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von
4 unabhlingigen Bestimmungen.
Inhibitor IC50-Wert [nmol/1]01 011 012
(±)-Lofexidin 55 ± 12 1000 ± 230 7,3 ± 0,7
(t)-Lofexidin 430 ± 70 3500 ± 700 43,0 ± 7,0
(-)-Lofexidin 21 ± 3 2200 ± 600 3,6 ± 0,5
Clonidin 75 ± 10 7500 ± 180 20,5 ± 2,0
Prazosin 770 ± 190 320 ± 90 14000,0 ± 2000,0
Yohimbin 100 ± 40 3700 ± 700 520,0 ± 70,0
Adrenalin 2100 ± 160 29000 ± 10000 7,0 ± 2,0
Noradrenalin 3900 ± 970 45000 ± 7000 48,0 ± 9,0
Monoxidin 6500 ± 900 100000 ± 20000 85,0 ± 5,0
Isoprenalin 95000 ± 10000 150000 ± 60000 9000,0 ± 1700,0
Weiterfuhrende Untersuchungen ergaben, da~ 3H-Prazosin eine
gro~ere Spezifitat gegenuber a 1-Adrenoceptoren aufweist als
3H-WB 4101. Aus diesem Grund wurde wahrend der Projektlauf-
zeit das Testverfahren auf 3H-Prazosin umgestellt und die fur
diesen Liganden optimalen Bedingungen ermittelt.
Unter Verwendung steigender Konzentrationen von 3H-Prazosin
wurde im Rattenhirnhomogenat eine maximale Anzahl von a 1-
adrenergen Bindungsstellen von 74,6 ± 4 fmol/mg Protein
(bmax ) mit einer apparenten Dissoziationskonstanten von
0,38 nmol/l (KD) ermittelt (Abb. 3.1A und B).
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Abb. 3.1A: Sattigung der spezifischen 3H-prazosin-Bindung an
Rattenhirnmembranen
Die 3H-prazosinbindung wurde dem neah Standardproto-
koll bei verschiedenen Konzentrationen des Radioli-
ganden bestimmt. Die unspezifische Bindung wurde in
Gegenwart sines Oberschusses Phentolamin bestimmt.
Angegeben sind Daten eines reprasentativen Experi-
mentes.
0.2
0.05 0.1 0.15
spezlflsch gebundenes 3H-Prllzosin [nmol/l]
Abb. 3.1B: Scatchardanalyse der spezifischen 3H-Prazosin-
bindungsdaten aus Abb. 3.1A.
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Die Verwendung von Phentolamin als 3H-prazosin-verdrangende
Substanz ergab eine halbmaximale Inhibition der spezifischen
3H-Prazosin-Bindung von 51,5 ± 9,4 nmol/l (ICso-Wert).
Die Pharmakotherapie eines erhohten Blutdrucks ist u.a. mit
Substanzen moglich, die an zentrale ~2-Rezeptoren binden und
Agonisten darstellen. Unter diesen Verbindungen befinden
sich, wie Tabelle 3.3 zeigt, Clonidin, das Lofexidin-Racemat
((±)-Lofexidin) und die beiden Enantiomeren (+)-Lofexidin und
(-)-Lofexidin.
Urn die in vitro gemessenen Werte mit in vivo erhobenen Befun-
den korrelieren zu konnen, wurde der Einflu~ dieser Verbin-
dungen auf das Herz-Kreislauf-System in vivo untersucht. Die
blutdrucksenkende und bradykarde Wirkung der Substanzen wurde
dabei an narkotisierten normotensiven Ratten geprtift, wobei
als Me~parameter der mittlere arterielle Blutdruck und die
Herzfrequenz dienten. Die periphere ~-mimetischeWirksamkeit
wurde an der despinalisierten Ratte getestet, bei der nach
Ausschaltung des zentralen Nervensystems ~2-Agonisten tiber
eine periphere Vasokonstriktion eine Blutdruckerhohung verur-
sachen. Die in Tab. 3.3 zusammengestellten Ergebnisse der In-
vitro- und In-vivo-Untersuchungen zeigen die gute Korrelation
der Me~werte. Trotz der geringen Anzahl der geprtiften Refe-
renzsubstanzen wird deutlich, da~ Rezeptorbindungsuntersu-
chungen an ~-Rezeptoren u.a. ftir das Screening potentieller
zentral wirksamer Antihypertensiva geeignet sind.
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Tab. 3.3: Affini tiit zum ex-Adrenozeptor und kardiovaskuliire
Wirkung von Clonidin, Lofexidin und dessen snent.Lo-
mere
Die Konzentration der verdriingenden Substanz, welche
die spezifische Rezeptorbindung um 50 % zu inhibie-
ren vermag (ICso-Wert), wurde mittels der "log-pro-
bit-Analyse" aus 6 verschiedenen Kompetitorkonzen-
trationen ermittelt. Angegeben sind Mittelwerte ±
Standardabweichung von 4 unabhiingigen Bestimmungen.
Zur Bewertung der hypotensiven Potenz einer Substanz
wurde die Dosis kalkuliert, welche den mittleren
arteriellen Blutdruck in aniisthesierten, normotensi-
ven Ratten um 25 % senkt (ED2 S-Wert). Die bradykardeSubstanzwirkung wurde als die Dosis bestimmt, welche
die Herzfrequenz um 15 % im oben erwiihnten Modell
senkt (ED1S-Wert). Die hypertensive Wirkung wurde
als Dosis, welche den mittleren arteriellen Blut-
druck in Ratten um 60 mm Quecksilbersiiule erhohti ,
kalkuliert.
Substanz 0I2-Rezep- hypot. brady- hypert.
tor kard.
IC50 ED25 ED15 ED50
[runol!l]
(±)-Lofexidin 7,3 3,0 1,2 12,5
(-)-Lofexidin 3,6 1,5 0,7 5,0
(+)-Lofexidin 43,0 » 10 13,8 107,8
Clonidin 20,5 2,4* 3,1* 4,6*
* Timmermans und van Zwieten (1980)
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3. 3 Bindungsuntersuchungen an p-Adrenoceptoren
3.3.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Die Bindungseigenschaften von Substanzen an ~-Adrenoceptoren
werden in Verdrangungsexperimenten an Rattenhirnhomogenaten
bestimmt. Als spezifischer Ligand wird 3H- CGP (4-(3-t-Butyl-
amino-2-hydroxypropoxyl)-5,7- 3H benzimidazol-2-one) einge-
setzt. Die Bestimmung des Anteils an unspezifischer Bindung
erfolgt in Anwesenheit von Propranolol (10-4 mol/l) im 1nku-
bationsmedium.
Substanzen, die in diesem Modell wirksam sind und antagoni-
stische Eigenschaften haben, werden als sogenannte ~-Blocker
bei kardiovaskularen Erkankungen und besonders bei erh5htem
Blutdruck therapeutisch eingesetzt.
3.3.2 Material und Hethoden
3.3.2.1 Versuchstiere
Es werden mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
150-200 g verwendet.
3.3.2.2 Prilfsubstanzen
a) Reinsubstanzen:
1m Primarscreening wird eine Prfifsubstanz bei 100 ~ol/l
in vier voneinander unabhangigen Experimenten auf ihre
Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls diese pro-
zentualen Hemmwerte in einem pharmakologisch relevanten
Bereich liegen, wird die halbmaximale Hemmkonzentration
(1C50 ) in vier Einzelexperimenten bestimmt.
b) Extrakte aus Pflanzenzellkulturen:
Im Primarscreening wird ein Prfifextrakt bei 100 ~mol/l
(Basis der Konzentrationsangabe ist ein angenommenes mitt-
leres Molekulargewicht der Pflanzeninhaltsstoffe von
400 g/mol) in zwei voneinander unabhangigen Experimenten
auf seine Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls
eine prozentuale Hemmung > 60 % ermittelt wird, werden
Wiederholungsprfifungen bei 100 und 1 ~mol/l durchgeffihrt .
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Als Losungsvermittler erwiesen sich Ethanol und Methanol
(5 % Endkonzentration) als geeignet.
Der Substanzbedarf, ermittelt aus der eingesetzten Substanz-
konzentration im Screening (100 ~mol/l), dem VerdUnnungs-
faktor (50 ~l ad 1000 ~l = 1 : 20) und der Anzahl der Ein-
zeluntersuchungen (3 x 4 = 12), belauft sich auf 500 ~l einer
2 mmol/l Substanzlosung (ca. 1 - 2 mg).
3.3.2.3 Reagenzien und Puffer
a) Reagenzien:
Propranolol
3H-CGP-12177
(spez. Akt. 38 Ci/mmol)
Trizma Base
L(+)-Ascorbinsaure
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumchlorid
Salzsaure
Szintillator Biofluor
Sigma, P-0884
Amersham Buchler
Sigma, T-1503
Merck, 127
Merck, 6404
Merck, 4936
Merck, 2382
Merck, 5833
Riedel de Haen, 30720
NEN, NEF-961
b) Puffer:
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,7
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,1
mit folgenden Zusatzen:
0,2 % Ascorbinsaure
0,12 mol/l NaCI
0,005 mol/l KCI
0,002 mol/l CaCl2
0,001 mol/l MgCl2
3.3.2.4 Prl1paration von Rattenhirn
FUr die Gehirnpraparationen werden mannliche Wistar-Ratten
verwendet. Nach Dekapitieren der Ratten wird das Gehirn frei-
prapariert und ohne Medulla oblongata und Pons entnommen. Die
Praparate werden bei - 20°C eingefroren und innerhalb von
zwei Wochen verwendet.
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3. 3.2.5 Gewinnung von Rat;t;enhirnmembranen
Jeweils ein Praparat (ca. 1,5 g) wird in 20 ml eiskaltem
0,05 mol/l Tris-HC1-Puffer pH 7,7 homogenisiert (Glasho-
mogenisator mit Teflonpistill). Dieses Homogenat wird 10 min
bei 48.000 x 9 zentrifugiert. Das daraus resultierende Mem-
bransediment wird einmal gewaschen (resuspendiert in 20 ml
0,05 mol/l Tris-HC1-Puffer pH 7,7, 10 min bei 48.000 x 9 zen-
trifugiert) und anschlie~end in 100 ml eiskaltem 0,05 mol/l
Tris-Hel-puffer pH 7,7 suspendiert.
3.3.2.6 Versuchsdurchfiihrung
Jeweils 1 ml dieses Membranhomogenats wird fur die Verdran-
gungsexperimente eingesetzt. Als spezifischer Ligand wird 3H_
CGP-12177 (spez. Akt. 38 Ci/mmol; Amersham, Braunschweig) in
einer Endkonzentration im Inkubationsansatz von 0,6 nmol/l
verwendet.
Die Bestimmung des Anteils der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung erfolgt in Gegenwart von 50 ~l Phentolamin in
einer Endkonzentration von 100 ~mol/l ("Blank").
Die Verdrangungseigenschaften einer Prufsubstanz werden durch
Zugabe von 50 ~l zum Inkubationsansatz in den o.a. Endkonzen-
trationen bestimmt.
Die Inkubation der Proben erfolgt bei 25 °C im Wasserbad.
Nach 45 min wird die Inkubation durch Filtration der Proben
(Whatman, GF/C-Glasfaserfilter) beendet und die Filter mit
4 x 5 ml eiskaltem Inkubationspuffer gewaschen.
Nach tlberfuhrung der Filter in Szintillationsgefa~e (Mini-
vials) und Zugabe von 4 ml Szintillator (Biofluor, NEN, Drei-
eich) wird die gebundene Radioaktivitat in einem Flussigszin-
tillationszahler (LKB 1216, RackBeta II) bestimmt.
3. 3. 2. 7 Auswertung
Die Ermittlung aller Einzeldaten erfolgt durch Dreifach-
bestimmung.
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Die Ermittlung der Einzelwerte erfolgt auf der Basis der cpm
(counts per minute)-Bestimmung und Mittelwertbildung der
Dreifachbestimmung. Als spezifische Bindung ist die Differenz
zwischen den Me~werten der Gesamtbindung und der Bindung in
Anwesenheit des "Blank" definiert. Die Me~werte von PrUfsub-
stanzen werden urn den "Blankme~wert" korrigiert und bezogen
auf die spezifische Bindung (100 %) als Prozentwert ausge-
rechnet.
Als Hemmwirkung einer PrUfsubstanz· wird die Differenz des
Prozentwertes der 3H-Ligandenbindung in Gegenwart der PrUf-
substanz zur spezifischen Bindung angegeben.
ICso-Werte werden auf der Basis der prozentualen Hemmwerte
der Einzelkonzentrationen (0,1, 0,3, 1, 3, 10 und
30 x 10-x mol/l) mittels einer log-probit Analyse graphisch
ermittelt. Aus vier unabhangigen Einzelbestimmungen wird der
mittlere ICso-Wert (x ± sx) errechnet.
3.3.3 Ergebnisse und Diskussion
Eine Reihe von Referenzsubstanzen, darunter auch Verbindungen
mit a-antagonistischen Eigenschaften, wurde in diesem Testmo-
dell geprUft (Tab. 3.4). FUr Propranolol und Isoprenalin wur-
den ICso-Werte von 4,4 ± 0,6 nmol/l bzw. 1,5 ± 0,4 ~mol/l
bestimmt. Dieses Modell wurde in der Fruhphase des Projekts
entwickelt; da in unserer Forschung kein Interesse an Verbin-
dung mit ~-agonistischen und ~-antagonistischenEigenschaften
bestand, wurde dieses Prufsystem anschlie~end nur noch zum
Nachweis der fehlenden Affinitat zu ~-Rezeptoren herangezo-
gen, urn das pharmakologische Profil von Substanzen mit ande-
ren Wirkqualitaten zu vervollstandigen. Fur diese Fragestel-
lung war die nahere Spezifikation (~1- oder ~2-Rezeptoren)
irrelevant.
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Tab. 3.4: Affini tat verschiedener Wirkstoffe zum f3-Adreno-
zeptor
Die Konzentration der verdrangenden Substanz, welche
die spezifische Rezeptorbindung um 50 % zu inhibie-
ren vermag (IC~o-Wert), wurde mittels der "1og-
probit-Analyse' aus 6 verschiedenen Kompetitorkon-
zentrationen ermittelt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von
4 unabhangigen Bestimmungen.
Inhibitor ICso-Wert [nmol/l)
(±) -Lofexidin 370000 ± 40000
(+)-Lofexidin 510000 ± 90000
(-)-Lofexidin 150000 ± 10000
Clonidin > 1000000
Prazosin 16000 ± 3000
Yohimbin 568000 ± 178000
Adrenalin 7600 ± 1300
Noradrenalin 7800 ± 2100
Monoxidin 300000 ± 50000
Isoprenalin 1500 ± 400
Propranolol 4,4 ± 0,6
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3.4 Bindungsuntersuchungen an muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren
3. 4. 1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t
Die Bindungsuntersuchungen an muskarinischen Acetylcholin-
rezeptoren werden an Membranhomogenaten des Rattenhirns
durchgeflihrt, die durch differentielle Zentrifugation gewon-
nen werden. Durch Tritium-markiertes Quinuclidinylbenzylat
(3H-QNB) kennen die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren im
Hirnhomogenat spezifisch nachgewiesen werden. Die Verdrangung
des spezifisch gebundenen 3H-QNB aus dessen Rezeptorbindung
durch unmarkierte Prlifsubstanzen gibt Aufschlu~ liber die
Rezeptor-Affinitat.
Die Affinitaten von Prlifsubstanzen zum muskarinischen Acetyl-
cholinrezeptor wird durch die Konzentration ausgedrlickt, die
eine halbmaximale Hemmung der spezifischen 3H-QNB-Bindung
bewirkt (lCso) '
Verbindungen, die in diesen Untersuchungen verdrangende
Eigenschaften aufweisen, sind als meglicherweise choliner-
gisch oder anticholinergisch wirksam einzustufen.
3.4.2 Material und Hethoden
3.4.2.1 Versuchstiere
Es werden mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
150-200 9 verwendet.
3.4.2.2 prfifsubstanzen
a) Reinsubstanzen:
lm Primarscreening wird eine Prlifsubstanz bei 100 ~ol/l
in vier voneinander unabhangigen Experimenten auf ihre
Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls diese pro-
zentualen Hemmwerte in einem pharmakologisch relevanten
Bereich liegen, wird die halbmaximale Hemmkonzentration
(lCso) in vier Einzelexperimenten bestimmt.
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b) Extrakte aus Pflanzenzellkulturen:
Im Primarscreening wird ein Prlifextrakt bei 100 ~mol/l
(Basis der Konzentrationsangabe ist ein angenommenes mitt-
leres Molekulargewicht der Pflanzeninhaltsstoffe von
400 g/mol) in zwei voneinander unabhangigen Experimenten
auf seine Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls
eine prozentuale Hemmung > 60 % ermittelt wird, werden
Wiederholungsprlifungen bei 100 und 1 ~mol/l durchgeflih~t
Ais Losungsvermittler erwiesen sich Ethanol und Methanol
(5 % Endkonzentration) als geeignet.
Der Substanzbedarf, ermittelt aus der eingesetzten Sub-
stanzkonzentration im Screening (100 ~mol/l), dem Verdlin-
nungsfaktor (50 ~l ad 1000 ~l = 1 : 20) und der Anzahl der
Einzeluntersuchungen (3 x 4 = 12), belauft sich auf 500 ~l
einer 2 mmol/l Substanzlosung (ca. 1 - 2 mg).
3.4.2.3 Reagenzien und Puffer
a) Reagenzien:
Atropin(-sulfat)
3H- QNB (Quinuclidinyl-Benzylat)
(spez. Akt. 39 Ci/mmol)
KH2P0 4
Na2HP0 4
Szintillator Biofluor
Merck, 1576
NEN, NET-656
Merck, 4873
Merck, 6580
NEN, NEF-961
b) Puffer:
0,066 mo1/1 Na-K-Phosphat-Puffer pH 7,4
3.4.2.4 Praparation von Rattenhirn
Fur die Gehirnpraparationen werden mannliche Wistar-Ratten
verwendet. Nach Dekapitieren der Ratten wird das Gehirn frei-
prapariert und ohne Medulla oblongata und Pons entnommen. Die
Praparate werden bei - 20°C eingefroren und innerhalb von
zwei Wochen verwendet.
3. 4.2.5 Gewinnung von Rattenhirmnembranen
Jeweils ein Praparat (ca. 1,5 g) wird in 20 ml eiskaltem
0,066 mol/l Na-K-Phosphat-Puffer pH 7,4 homogenisiert (Glas-
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homogenisator mit Teflonpistill). Dieses Homogenat wird
10 min bei 48.000 x g zentrifugiert. Das daraus resultierende
Membransediment wird in 300 ml eiskaltem 0,066 mol/l Na-K-
Phosphat-Puffer pH 7,4 suspendiert.
3.4.2.6 VersuchsdurchfUhrung
Jeweils 1 ml dieses Membranhomogenats wird fur die Verdran-
gungsexperimente eingesetzt. Als spezifischer Ligand werden
50 ~1 3H-QNB (spez. Akt. 39 Ci/mmol~ NEN, Dreieich) in einer
Endkonzentration im Inkubationsansatz von 1 nmol/l verwendet.
Die Bestimmung des Anteils der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung erfolgt in Gegenwart von 50 ~l Atropin in einer
Endkonzentration von 10 ~mol/l ("Blank").
Die Verdrangungseigenschaften einer Prufsubstanz werden durch
Zugabe von 50 ~l Substanzlosung zurn Inkubationsansatz in den
a.a. Endkonzentrationen bestimmt.
Die Inkubation der Proben erfolgt bei 20 DC im Wasserbad.
Nach 60 min wird die Inkubation durch Filtration der Proben
(Whatman, GF/B-Glasfaserfilter) beendet und die Filter mit
3 x 3 ml eiskaltem Inkubationspuffer gewaschen.
Nach Uberfuhrung der Filter in Szintillationsgefa~e (Mini-
vials) und Zugabe von 4 ml Szintillator (Biofluor, MEN, Drei-
eich) wird die gebundene Radioaktivitat in einem Fllissig-
szintillationszahler (LKB 1216, RackBeta II) bestimmt.
3. 4. 2. 7 Auswertung
Die Ermittlung aller Einzeldaten erfolgt durch Dreifach-
bestimmung.
Die Ermittlung der Einzelwerte erfolgt auf der Basis der cpm
(counts per minute)-Bestimmung und Mittelwertbildung der
Dreifachbestimmung. Als spezifische Bindung ist die Differenz
zwischen den Me~werten der Gesamtbindung und der Bindung in
Anwesenheit des "Blank" definiert. Die Me~werte von Prlifsub-
stanzen werden urn den "Blankme~wert" korrigiert und bezogen
auf die spezifische Bindung (100 %) als Prozentwert ausge-
rechnet.
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Als Hemmwirkung einer Prtifsubstanz wird die Differenz des
Prozentwertes der 3H-Ligandenbindung in Gegenwart der Prtif-
substanz zur spezifischen Bindung angegeben.
ICSo-Werte werden auf der Basis der prozentua1en Hemmwerte
der Einzelkonzentrationen (0,1, 0,3, 1, 3, 10 und
30 x 10-x mol/l) mittels einer log-probit-Analyse graphisch
ermittelt. Aus vier unabhangigen Einzelbestimmungen wird der
mittlere ICso-Wert (x ± sx) errechnet.
3.4.3 Ergebnisse und Diskussion
Dieses Modell wurde zunachst ftir Untersuchungen zur Rezeptor-
spezifitat trizyklischer Antidepressiva eingesetzt, urn die
anticholinergen Nebenwirkungen dieser Therapeutikagruppe tiber
deren Affinitat zu den muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren
abzuschatzen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.5 dargestellt.
Tab. 3.5: Affinitat einiger Antidepressiva zum muskarinischen
Acetylcholinrezeptor.
Die Konzentration der verdrangenden Substanz, welche
die spezifische Rezeptorbindung um 50 % zu inhibie-
ren vermag (ICso-Wert), wurde mittels der "log-pro-
bit-Analyse" aus 6 verschiedenen Kompetitorkonzen-
trationen ermittelt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von
4 unabhangigen Bestimmungen.
Inhibitor ICSo-Wert [l1ffiol/lj
Ami triptylin 0,32 ± 0,02
Amitriptylinoxid 18,0 ± S,O
Nortriptylin 1,2 ± 0,1
Imipramin 1,1 ± 0,2
Desimipramin 4,4 ± 0,6
Zimeldin S4,0 ± 7,0
Nomifensin 640 ± 70
Mianserin 3,S ± 0,6
Atropin 0,0062 ± 0,0003
Interessant ist insbesondere die deutlich geringere Affinitat
von Amitriptylinoxid als von Amitriptylin zu cholinergen
Rezeptoren. Dieses Ergebnis ist in guter Dbereinstimmung mit
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den Erfahrungen aus klinischen Untersuchungen, nach denen
nach Gabe von Amitriptylinoxid geringere Nebenwirkungen wie
Mundtrockenheit aufgetreten sind.
In gleicher Weise wurde eine Reihe von neuroleptisch wirksa-
men Verbindungen untersucht, um tiber deren Bindungseigen-
schaften an diesem Rezeptor ebenfalls Aussagen tiber das
Nebenwirkungspotential (insbesondere extrapyramidal-moto-
rische Storungen) machen zu konnen. Daneben sollte durch ver-
gleichende Untersuchungen am Magnus-Darm (isoliertes Ileum
des Meerschweinchens) eine Korrelation der in vitro mit den
ex vivo erhobenen Daten hergestellt werden.
Wie aus Tabelle 3.6 hervorgeht, besitzt das Standardneurolep-
tikum Haloperidol fast keine Affinitat zu muskarinischen Ace-
tylcholin-Rezeptoren, wogegen Thioridazin, Sulforidazin sowie
die Neuentwicklung Clopipazan ICso-Werte unter 1 ~mol/l auf-
weisen. Ein Vergleich der ICso-Werte mit den Effekten dieser
Substanzen auf die Acetylcholinwirkung am Magnus-Darm zeigt,
dap die im Verdrangungsexperiment wirksamen Substanzen als
anticholinergisch zu charakterisieren sind.
Tab. 3.6: Affinitat esru.qes: neuroleptischer Wirkstoffe ZUlU
muskarinischen Acetylcholinrezeptor des Rattenhirns.
Die Konzentration der verdrangenden Substanz, welche
die spezifische Rezeptorbindung UlU 50 % zu inhibie-
ren vermag (ICso-Wert) , wurde mi ttels der "log-pro-
bit-Analyse" aus 6 verschiedenen Kompetitorkonzen-
trationen ermittelt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von
4 unabhangigen Experimenten, wobei jeweils eine
Dreifach-Bestimmung durchgefiihrt wurde.
Inhibitor ICso-Wert [lUJlol/l]
Chlorpromazin 1,7 ± 0,3
Clopipazan 0,69 ± 0,05
Haloperidol 37,0 ± 3,0
Promethazin 0,064 ± 1,6
Chlorprothixen 0,19 ± 0,04
Fluphenazin 6,6 ± 1,1
Thioridazin 0,18 ± 0,04
Sulforidazin 0,21 ± 0,04
Clopamid 650,0 ± 50,0
Flupentixol 74,0 ± 13
Benperidol 3,4 ± 0,3
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Eine Korrelation zwischen ICso-Werten im Verdrangungsexperi-
ment (Tab. 3.6) und den EDso-Werten am isolierten Ileum
(Tab. 3.7) ergibt einen Korrelationskoeffizienten von
r = 0,9839 (siehe Abb. 3.2).
Tab. 3.7: Effekt von Neuroleptika auf den Acetylcholineffekt
am isolierten Ileum des Meerschweinchens
Die Konzentration der Substanz, welche die Acetyl-
cholinreaktion um 50 % zu inhibieren vermag (EDso-Wert), wurde mittels der "log-probit-Analyse" aus 3
verschiedenen Substanzkonzentrationen ermittelt.
Angegeben sind die Mittelwerte von 6 unabhangigen
Experimenten.
Substanz
Chlorpromazin
Clopipazan
Haloperidol
Promethazin
Chlorprothixen
Fluphenazin
Thioridazin
Sulforidazin
Clopamid
Flupentixol
Benperidol
n.b. = nicht bestimmt
EDSO-Wert [~ol/l]
9,0
11,0
88,0
0,96
9,0
30,0
lS,O
4,2
> 100,0
n.b.
n.b.
Die durchgefUhrten Untersuchungen belegen, da~ mit Hilfe von
Verdrangungsuntersuchungen an muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren in vitro die Wirkung einer Substanz am isolierten
Organ vorhergesagt werden kann. Damit kann eine deutliche
Reduktion der Anzahl verwendeter Versuchstiere erzielt wer-
den, wenn die Experimente am isolierten Organ durch Bindungs-
studien ersetzt werden.
Da die Auffindung von Substanzen mit agonistischen bzw. ant-
agonistischen Eigenschaften am muskarinischen Acetylcholin-
Rezeptor fUr unsere Forschung nicht von Interesse war, wurde
dieses Modell nicht routinema~ig zum Screening eingesetzt.
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Abb. 3.2: Korrelation dex Inhibition dex spezifischen 3H-QNB-
Bindung an Rattenhirnhomogenat durch neuroleptische
Wirkstoffe einerseits (IC~o-werte) und dem Einflu~
auf die Acetylcholinreakt~onam isolierten Ileum von
Meerschweinchen anderseits (ED~o-Werte). Der Korre-
lationskoeffizient der Regress~onsgeradenbetrug
r = 0,9839.
(1) Chlorpromazin
(2) Clopipazan
(3) Haloperidol
(4) Promethazin
(5) Chlorprothixen
(6) Fluphenazin
(7) Thioridazin
(8) Sulforidazin
- 246 -
3.5 Verdriingung von 3H- I mip r amin von der Imipraminbindungs-
s1;elle
3.5.1 prinzip des Tes1;verfahrens und Aussagemoglichkei1;
Nach Inkubation von Rattenhirnhomogenat mit 3H- Imipramin in
einem geeigneten Medium wird die nicht gebundene Radioaktivi-
tat durch Filtration und SpUlen entfernt; das an das Ratten-
hirn gebundene 3H- Imipramin wird szintillationsluminometrisch
quantifiziert. Der Anteil der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung wird in Gegenwart von unmarkiertem Imipramin
(10-4 mol/I) im Inkubationsmedium bestimmt und subtrahiert.
In Anwesenheit von um die Imipraminbindungsstelle konkurrie-
renden Substanzen wird weniger Radioaktivitat gebunden. Als
Ma~ fUr die Verdrangungseigenschaften einer Substanz gilt die
Konzentration, die 50 % der Radioaktivitat von Bindungsstelle
verdrangt (ICso-wert).
Verdranger des trizyklischen Antidepressivums Imipramin von
seiner Bindungsstelle konnten potentielle antidepressive Wir-
kung haben.
3.5.2 Ma1;erial und Me1;hoden
3.5.2.1 Versuchs1;iere
Es werden mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
150-200 g verwendet.
3.5.2.2 Prlifsubs1;anzen
a) Reinsubstanzen:
1m Primarscreening wird eine PrUfsubstanz bei 100 ~ol/l
in vier voneinander unabhangigen Experimenten auf ihre
Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls diese pro-
zentualen Hemmwerte in einem pharmakologisch relevanten
Bereich liegen, wird die halbmaximale Hemmkonzentration
(ICso) in vier Einzelexperimenten bestimmt.
b) Extrakte aus Pflanzenzellkulturen:
1m Primarscreening wird ein PrUfextrakt bei 100 ~mol/l
(Basis der Konzentrationsangabe ist ein angenommenes mitt-
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leres Molekulargewicht der Pflanzeninhaltsstoffe von
400 g/mol) in zwei voneinander unabhangigen Experimenten
auf seine Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls
eine prozentuale Hemmung > 60 % ermittelt wird, werden
WiederholungsprUfungen bei 100 und 1 ~mol/l durchgefUhrt
Als Losungsvermittler erwiesen sich Ethanol und Methanol
(5 % Endkonzentration) als geeignet.
Der Substanzbedarf, ermittelt aus der eingesetzten Substanz-
konzentration im Screening (100 ~mol/l), dem VerdUnnungs-
faktor (50 ~l ad 1000 ~l = 1 : 20) und der Anzahl der Einzel-
untersuchungen (3 x 4 = 12), belauft sich auf 500 ~l einer
2 mmol/l Substanzlosung (ca. 1 - 2 mg).
3.5.2.3 Reagenzien und Puffer
a) Reagenzien
Imipramin
3H-Imipramin
(spez. Akt. 51 Cilmmol)
Trizma Base
L(+)-Ascorbinsaure
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Calciumchlorid
Magnesiumchlorid
Salzsaure
Szintillator Biofluor
Sigma, 1-7379
NEN, NET-71 0
Sigma, T-1503
Merck, 127
Merck, 6404
Merck, 4936
Merck, 2382
Merck, 5833
Riedel de Haen, 30720
NEN, NEF-961
b) Puffer:
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,4
mit folgenden Zusatzen:
0,11 mol/l NaCI
0,005 mol/l KCI
3.5.2.4 Prapararion von Rarrenhirn
FUr die Gehirnpraparationen werden mannliche Wistar-Ratten
(150 - 200 g) verwendet. Nach Dekapitieren der Ratten wird
das Gehirn freiprapariert und ohne Medulla oblongata und Pons
entnommen. Die Praparate werden bei - 20 DC eingefroren und
innerhalb von zwei Wochen verwendet.
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3.5.2.5 Gewinnung von Ra't'tenhirnmembranen
Jeweils ein Praparat (ca. 1,5 g) wird in 20 ml eiskaltem
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,4 mit 0,11 mol/l NaCI,
0,005 mol/l KCI homogenisiert (Glashomogenisator mit Teflon-
pistill). Dieses Homogenat wird 10 min bei 48.000 x g zentri-
fugiert. Das daraus resultierende Membransediment wird einmal
gewasehen, resuspendiert in 20 ml 0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer
pH 7,4 mit o.a. Zusatzen, 10 min bei 48.000 x g zentrifu-
giert) und ansehlie~end in 150 ml eiskaltem 0,05 mol/l Tris-
HCI-Puffer pH 7,4 mit o.a. Zusatzen suspendiert.
3.5.2.6 VersuchsdurchfUhrung
Jeweils 1 ml dieses Membranhomogenats wird fur die Verdran-
gungsexperimente eingesetzt. Als spezifiseher Ligand wird
3H-Imipramin (50 ~l; spez. Akt. 51 Cilmmol; NEN, Dreieieh) in
einer Endkonzentration im Inkubationsansatz von 0,5 nmol/l
verwendet.
Die Bestimmung des Anteils der unspezifisehen Bindung an der
Gesamtbindung erfolgt in Gegenwart von 50 ~l Imipramin in
einer Endkonzentration von 100 ~mol/l ("Blank").
Die Verdrangungseigensehaften einer Prufsubstanz werden dureh
Zugabe von 50 ~l Substanzlosung zum Inkubationsansatz in den
o.a. Endkonzentrationen bestimmt.
Die Inkubation der Proben erfolgt bei 4 °C auf Eis. Naeh
60 min wird die Inkubation dureh Filtration der Proben (What-
man, GF/B-Glasfaserfilter) beendet und die Filter mit
5 x 5 ml eiskaltem Inkubationspuffer gewasehen.
Naeh Uberfuhrung der Filter in Szintillationsgefa~e (Mini-
vials) und Zugabe von 4 ml Szintillator (Biofluor, NEN, Drei-
eieh) wird die gebundene Radioaktivitat in einem Flussig-
szintillationszahler (LKB 1216, RaekBeta II) bestimmt.
3. 5. 2. 7 Auswer'tung
Die Ermittlung aller Einzeldaten erfolgt dureh Dreifaeh-
bestimmung.
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Die Ermittlung der Einzelwerte erfolgt auf der Basis der cpm-
(counts per minute)-Bestimmung und Mittelwertbildung der
Dreifachbestimmung. Als spezifische Bindung ist die Differenz
zwischen den Me~weFten der Gesamtbindung und der Bindung in
Anwesenheit des "Blank" definiert. Die Me~werte von Prlif-
substanzen werden urn den "Blankme~wert" korrigiert und bezo-
gen auf die spezifische Bindung (100 %) als Prozentwert aus-
gerechnet.
Als Hemmwirkung einer Prlifsubstanz wird die Differenz des
Prozentwertes der 3H-Ligandenbindung in Gegenwart der Prlif-
substanz zur spezifischen Bindung angegeben.
IC50-Werte werden auf der Basis der prozentualen Hemmwerte
der Einzelkonzentrationen (0,1, 0,3, 1, 3, 10 und
30 x 10-x mol/l) mittels einer log-probit Analyse graphisch
ermittelt. Aus vier unabhangigen Einzelbestimmungen wird der
mittlere IC50-Wert (x ± sx) errechnet.
3.5.3 Ergebnisse und Diskussion
Als Referenzsubstanzen wurden zunachst acht bekannte Antide-
pressiva in diesem Rezeptorassay geprlift (Tab. 3.8).
Tab. 3.8: Affinitat einiger Antidepressiva ztu: Imipraminbin-
dungsstelle.
Die Konzentration der verdrangenden Substanz, welche
die spezifische Rezeptorbindung um 50 % zu inhibie-
ren vermag (IC50-Wert), wurde mittels der "l og-pro-bit-Analyse" aus 6 verschiedenen Kompetitorkonzen-
trationen ermittelt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von
4 unabha.ngigen Experimenten.
Inhibitor IC50-Werte
Amitriptylin 0,014 ± 0,002
Amitripty1inoxid 24,0 ± 9,0
Nortriptylin 0,068 ± 0,002
Imipramin 0,015 ± 0,003
Desimipramin 0,12 ± 0,06
Zimedin 0,15 ± 0,03
Nomifensin 3,7 ± 2,1
Mianserin 6,9 ± 0,86
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AIle geprliften Referenzsubstanzen zeigten halbmaximale Ver-
drangung im nano-bis mikro-molaren Konzentrations-Bereich.
Die geringste Affinitat zur Imipraminbindungsstelle zeigte
Amitriptylinoxid, das aber seine antidepressiven Eigenschaf-
ten in vivo erst nach Metabolisierung zu Amitriptylin entfal-
ten dlirfte.
Die Problematik von potentiell antidepressiv wirksamen Sub-
stanzen im Tierexperiment besteht darin, dap Tiere keine der
Depression beim Menschen ahnelnde klinische Symptomatik ent-
wickeln. So basieren die klassischen pharmakologischen Model-
le auf der sogenannten Katecholamin-Hypothese der Depression,
die davon ausgeht, dap flir depressive Erkrankungen eine zu
geringe Konzentration der Neurotransmitter Noradrenalin und
Serotonin im Gehirn verantwortlich ist. Die antidepressive
Wirkung von Monoaminoxidase-Hemmern (MAO-Hemmern) sowie der
klassischen trizyklischen Antidepressiva (AD) beruht nach
dieser Hypothese auf einem verringerten Abbau der Katechol-
amine durch Hemmung der MAO bzw. durch Erhohung der Katechol-
amin-Konzentration im synaptischen Spalt infolge der Hemmung
der prasynaptischen Wiederaufnahme dieser Neurotransmitter.
Die Hemmung der Wiederaufnahme von Katecholaminen durch AD
wird auf die Bindung der AD an die Imipramin-Bindungsstelle
zurlickgeflihrt, so dap Bindungsuntersuchungen an der Imipra-
min-Bindungsstelle Aufschlup liber eine mogliche antidepres-
sive Wirkung von Substanzen geben konnen. Andererseits kann
davon ausgegangen werden, dap die Entspeicherung katechol-
aminerger Neurone bei Tieren eine Wirkung erzeugt, die als
Korrelat zur menschlichen Depression aufgefapt werden kann.
Substanzen wie Reserpin bzw. Tetrabenazin flihren z.B. zu
einer Verarmung des Gehirns an biogenen Aminen. Der durch
Reserpin verursachte Abfall der Korpertemperatur bzw. die
durch Tetrabenazin verursachte Ptosis und Katalepsie sind
durch Substanzen aufhebbar, die entweder den Abbau der Kate-
cholamine hemmen oder deren Verfligbarkeit im synaptischen
Spalt erhohen. Daher eignen sich die Modelle des Reserpin-
und des Tetrabenazin-Antagonismus flir die Auffindun9 antide-
pressiv wirksamer Substanzen.
Um zu prlifen, ob eine Korrelation zwischen in vitro mit den
in vivo erzielten Ergebnissen herzustellen ist, wurde eine
Reihe verschiedener Antidepressiva auf ihre Affinitat zur
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Imipramin-Bindungsstelle und ihre Fahigkeit zur Antagonisie-
rung des Reserpin-Effektes hin untersucht. AIle geprUften
Substanzen - Imipramin, Desimipramin, Nortriptylin, Amitrip-
tylin, Amitriptyloxid, Nomifensin, Zimeldin und Mianserin -
zeigten eine Antagonisierung des durch Reserpin hervorgeru-
fenen Abfalls der Korpertemperatur, wenn auch in unterschied-
lichem Ausma~ (Tab. 3.9). Die trizyklischen Antidepressiva
Imipramin, Desimipramin, Nortriptylin, Amitriptylin und Ami-
triptylinoxid hemmten den Reserpin-Effekt in Dosen ab 3,16
bis 10 mg/kg p.o., die letzten beiden genannten allerdings
erst nach mehrtagiger Vorbehandlung. Von den untersuchten
Substanzen, die nicht zu den trizyklischen Antidepressiva
zahlen, hatte nur Nomifensin eine vergleichbare Wirkung.
Zimeldin hatte einen deutlich schwacheren Effekt, wahrend
Mianserin zumindest nach einmaliger oraler Gabe kaum eine
Wirkung zeigte.
Vergleicht man die Effekte dieser Substanzen in vivo mit
ihren Affinitaten zur Imipramin-Bindungsstelle, so zeigt
sich, da~ aIle trizyklischen AD mit Ausnahme von Amitripty-
linoxid mit hoher Affinitat an die Imipramin-Bindungsstelle
binden. Die relative Wirkstarke in beiden Modellen la~t sich
allerdings weniger gut korrelieren, wobei pharmakokinetisch
unterschiedliches Verhalten dafUr verantwortlich sein konnte;
letzteres trifft besonders fUr das Amitriptylinoxid zu, fUr
das gezeigt werden konnte, da~ es im Gehirn in Amitriptylin
UberfUhrt wird. Der Vergleich der Ergebnisse des Bindungsex-
perimentes mit denen der In-vivo-PrUfung zeigt, da~ trotz
gewisser Einschrankungen die hohe Affinitat einer PrUfsub-
stanz zur Imipramin-Bindungsstelle ein erster Hinweis auf
potentielle antidepressive Wirksamkeit ist, so da~ die Bin-
dungsuntersuchungen fUr ein erstes orientierendes Screening
verwendet werden konnen. Bessere auf neueren Erkenntnisse zur
Pathobiochemie basierende PrUfmodelle - z.B. Veranderungen
der ~-Rezeptoren-Dichte im Gehirn nach chronischer Applika-
tion von AD - konnten zu einer besseren Korrelierbarkeit zwi-
schen in vitro und in vivo erhaltenen Ergebnissen beitragen.
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Tab. 3.9: Vergleich der Effekte von antidepressiv wirkenden
Substanzen auf die Imipraminbindungstelle (halb-
maximale Inhibition der 3H- I mipraminbindung, ICso)
einerseits und auf die Reserpin-induzierte Hypother-
mie in Mausen (Erhohung der Rektal temperatur - 2 h
p.a., in %) anderseits.
Substanz
Amitriptylin
Imipramin
Nortriptylin
Desimipramin
Amitripty1inoxid
Nomifensin
Mianserin
Zimeldin
* Dosis: 10 mg/kg
Imipramin- Reserpin-
Verdrllngung Antagonismus*
ICSO [nmol/l) [%)
14 7,9
lS 3,2
68 9,9
120 8,8
24000 9,6
3700 10,0
6900 2,1
lS0 3,7
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3.6 Bindungsuntersuchungen an Benzodiazepin-Rezeptoren
3. 6. 1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t:
Die Bindungsuntersuchungen an Benzodiazepin-Rezeptoren werden
an Rohhomogenaten des Rattenhirns durchgeflihrt. Als spezifi-
scher Ligand wir 3H-Flunitrazepam eingesetzt. lm Verdran-
gungsexperiment wird dieser Ligand 30 min bei 4 °C mit dem
Membranhomogenat und der jeweiligen Prlifsubstanz inkubiert;
nach Filtration der Proben wird die Radioaktivitat auf den
Filtern bestimmt Der Anteil der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung wird in Anwesenheit von Diazepam (10- 4 mol/l)
ermittelt.
Substanzen, die den Liganden 3H-Flunitrazepam aus seiner Bin-
dung verdrangen, weisen potentielle Benzodiazepin-ahnliche
Wirkungseigenschaften (Anxiolyse, Muskelrelaxation) auf.
3.6.2 Material und Methoden
3.6.2.1 Versuchst:iere
Es werden mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
150-200 g verwendet.
3.6.2.2 Prilfsubst:anzen
a) Reinsubstanzen:
lm Primarscreening wird eine Prlifsubstanz bei 100 ~mol/l
in vier voneinander unabhangigen Experimenten auf ihre
Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls diese pro-
zentualen Hemmwerte in einem pharmakologisch relevanten
Bereich liegen, wird die halbmaximale Hemmkonzentration
(lC50 ) in vier Einzelexperimenten bestimmt.
b) Extrakte aus Pflanzenzellkulturen:
lm Primarscreening wird ein Prlifextrakt bei 100 ~mol/l
(Basis der Konzentrationsangabe ist ein angenommenes mitt-
leres Molekulargewicht der Pflanzeninhaltsstoffe von
400 g/mol) in zwei voneinander unabhangigen Experimenten
auf seine Verdrangungseigenschaften hin untersucht. Falls
- 254 -
eine prozentuale Hemmung > 60 % ermittelt wird, werden
Wiederholungsprlifungen bei 100 und 1 ~mol/l durchgeflihrt .
Als Losungsvermittler erwiesen sich Ethanol und Methanol
(5 % Endkonzentration) als geeignet.
Der Substanzbedarf, ermittelt aus der eingesetzten Substanz-
konzentration im Screening (100 ~ol/l), dem VerdUnnungs-
faktor (50 ~l ad 1000 ~l = 1 : 20) und der Anzahl der Ein-
zeluntersuchungen (3 x 4 = 12), belauft sich auf 500 ~l einer
2 mmol/l Substanzlosung (ca. 1 - 2 mg).
3.6.2.3 Reagenzien und Puffer
a) Reagenzien:
Diazepam
3H-Flunitrazepam
(spez. Akt. 82 Ci/mmol)
Trizma Base
Salzsaure
Szintillator Biofluor
Hoffmann La Roche
NEN, NET-567
Sigma, T-1503
Riedel de Haen, 30720
NEN, NEF-961
b) Puffer:
0,05 mol/l Tris-HCl-Puffer pH 7,4
3.6.2.4 Praparation von Rattenhixn
FUr die Gehirnpraparationen werden mannliche Wistar-Ratten
verwendet. Nach Dekapitieren der Ratten wird das Gehirn frei-
prapariert und ohne Medulla oblongata und Pons entnommen. Die
Praparate werden bei - 20°C eingefroren und innerhalb von
zwei Wochen verwendet.
3.6.2.5 Gewinnung von Rattenhirnmembranen
Jeweils ein Praparat (ca. 1,5 g) wird in 20 ml eiskaltem
0,05 mol/l Tris-HCI-Puffer pH 7,4 homogenisiert (Glas-
homogenisator mit Teflonpistill). Dieses Homogenat wird
10 min bei 48.000 x g zentrifugiert. Das daraus resultierende
Membransediment wird in 100 ml eiskaltem 0,05 mol/l Tris-HCI-
Puffer pH 7,4 suspendiert.
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3.6.2.6 VersuchsdurchfUhrung
Jeweils 1 ml dieses Membranhomogenats wird fur die Verdran-
gungsexperimente eingesetzt. Als spezifischer Ligand wird 3H_
Flunitrazepam (50 ~l; spez. Akt. 82 Ci/mmol; NEN, Dreieich)
in einer Endkonzentration im Inkubationsansatz von
0,85 nmol/l verwendet.
Die Bestimmung des Anteils der unspezifischen Bindung an der
Gesamtbindung erfolgt in Gegenwart von 50 ~l Diazepam in
einer Endkonzentration von 10 ~mol/l ("Blank").
Die Verdrangungseigenschaften einer Prufsubstanz werden durch
Zugabe von 50 ~l zum Inkubationsansatz in den o.a. Endkonzen-
trationen bestimmt.
Die Inkubation der Proben erfolgt bei 4 °C auf Eis. Nach
30 min wird die Inkubation durch Filtration der Proben (What-
man, GF/B-Glasfaserfilter) beendet, und die Filter werden mit
3 x 3 ml eiskaltem Inkubationspuffer gewaschen.
Nach tlberfuhrung der Filter in Szintillationsgefa~e (Mini-
vials) und Zugabe von 4 ml Szintillator (Biofluor, NEN, Drei-
eich) wird die gebundene Radioaktivitat in einem Flussig-
szintillationszahler (LKB 1216, RackBeta II) bestimmt.
3. 6. 2. 7 Auswertung
Die Ermittlung aller Einzeldaten erfolgt durch Dreifach-
bestimmung.
Die Ermittlung der Einzelwerte erfolgt auf der Basis der cpm-
(counts per minute)-Bestimmung und Mittelwertbildung der
Dreifachbestimmung. Als spezifische Bindung ist die Differenz
zwischen den Me~werten der Gesamtbindung und der Bindung in
Anwesenheit des "Blank" definiert. Die Me~werte von Pruf-
substanzen werden urn den "Blankme~wert" korrigiert und bezo-
gen auf die spezifische Bindung (100 %) als Prozentwert aus-
gerechnet.
Als Hemmwirkung einer Prufsubstanz wird die Differenz des
Prozentwertes der 3H-Ligandenbindung in Gegenwart der Pruf-
substanz zur spezifischen Bindung angegeben.
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IC50-Werte werden auf der Basis der prozentualen Hemmwerte
der Einzelkonzentrationen (0,1, 0,3, 1, 3, 10 und
30 x 10-x mol/I) mittels einer log-probit Analyse graphisch
ermittelt. Aus vier unabhangigen Einzelbestimmungen wird der
mittlere IC50-Wert (x ± sx) errechnet.
3.6.3 Ergebnisse und Diskussion
Dieses Modell wurde schon vor Beginn des Projekts einige
Jahre routinema~ig im Rahmen des BMFT-Projektes
PTB 8202/BLT 327 (siehe Zwischenberichte vom 1.7.-31.12.1981
und vom 1.1.-30.6.1982) fur die Prufung von Extrakten aus
Pflanzenzellkulturen eingesetzt.
So konzentrierten sich die Experimente im Berichtszeitraum
darauf, verschiedene Benzodiazepin-Derivate als Referenzsub-
stanzen in vitro im Bindungsexperiment zu untersuchen und die
gewonnenen Daten mit in vivo erzielten Ergebnissen zu ver-
gleichen.
Die Konzentrationen der Referenzsubstanzen, die eine halbma-
ximale Verdrangung ergaben (IC50-Werte), sind in Tabelle 3.10
zusammengefa~t. Fur die gepruften Referenzsubstanzen liegen
die halbmaximalen Hemmkonzentrationen im nano- bis mikromola-
ren Bereich, wobei sich entsprechend der Wirkstarke folgende
Reihenfolge ergibt: Chlordesmethyldiazepam > Lorazepam > Flu-
nazepam > Diazepam> Nitrazepam > Oxazepam> Chlordiazepoxid
> Medazepam.
Neben den anxiolytischen und muskelrelaxierenden Eigenschaf-
ten der Benzodiazepine wird auch die antikonvulsive Wirkung
dieser Substanzgruppe therapeutisch genutzt. Diese la~t sich
in mehreren Versuchsanordnungen in vivo gut demonstrieren.
Eines der Standard-Tiermodelle fur diese Wirkqualitat ist das
Modell "Maximaler Elektroschock an der Maus " (De Angelis,
1979). Das Prinzip dieses Testverfahrens besteht darin, dem
Tier uber Ohrelektroden einen Elektroschock zu versetzen, der
Extensorenkrampfe auszulosen vermag. Antikonvulsiv wirksame
Substanzen verhindern dosisabhangig das Auftreten dieser
Krampfe, wobei dieser Effekt in Dosierungen deutlich wird,
die auch bereits die Motilitat der Tiere beeintrachtigen.
Obwohl fur einige Benzodiazepin-Derivate wie Clonazepam, Bro-
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mazepam und Nitrazepam bekannt ist, da~ sie relativ starker
antikonvulsiv als anxiolytisch und muskelrelaxierend wirksam
sind, eignet sich dieses Modell zu Auffindung von Benzodia-
zepinen und anderen uber den gleichen Mechanismus wirkenden
Substanzen.
AIle untersuchten Benzodiazepine hemmten nach oraler Applika-
tion dosisabhangig das Auftreten der Extensorenkrampfe der
Maus nach Elektroschock. Ordnet man die gepruften Substanzen
nach den IDso-Werten (halbmaximale inhibitorische Dosis), so
lassen sie sich in drei Gruppen aufteilen: die relativ stark
wirksamen Benzodiazepine Diazepam, Lorazepam, Chlordesmethyl-
diazepam und Oxazepam mit IDso-Werten unter 10,0 mg/kg p.o.;
die mittelstark wirksamen Benzodiazepine Nitrazepam und Flu-
razepam (10,0 mg/kg; IDso < 30 mg/kg) und die schwach wirksa-
men Benzodiazepine Clonazepam, Chlordiazepam und Medazepam
(IDso > 75,0 mg/kg).
Korreliert man die Verdrangungseigenschaften von Benzodiaze-
pinen im Rezeptorbindungsexperiment (ICso-Werte) mit den im
pharmakologischen Experiment erzielten Ergebnissen (IDso-
Werte), so ergibt sich eine gute Korrelation mit einem Kor-
relationskoeffizienten von r = 0,965.
Fur die Benzodiazepine konnte also deutlich gemacht werden,
da~ das Rezeptorbindungsexperiment als geeigneter Ersatz fur
entsprechende In-vivo-Testmodelle herangezogen werden kann.
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Tab. 3.10: Affini tat von Benzodiazepinen zum Benzodiazepinre-
zeptor
Die Konzentration der verdrangenden Substanz, welche
die spezifische Rezeptorbindung um 50 % zu inhibie-
ren vermag (Ieso-Wert), wurdemittels der "log-pro-
bit-Analyse" aus 6-8 verschiedenen Kompetitorkonzen-
trationen ermittelt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von
4 unabhangigen Experimenten.
Inhibitor ICso-Wert [nmol/l]
Chlordesmethyldiazepam 6,9 ± 0,9
Lorazepam 9,1 ± 1,4
Flurazepam 11
Diazepam 19 ± 2,0
Nitrazepam 31 ± 5,0
Oxazepam 43 ± 2,0
Chlordizepoxid 1200 ± 400
Medazepam 4400 ± 400
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3.7 Rezeptorassay fur Atriale Natriuretische Peptide (ANP)
3.7.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Nach Inkubation eines "monolayer" von Kaninchen-Aortenzellen
mit 12S J _ANP in einem geeigneten Medium bei 4 DC wird die
nicht gebundenen Radioaktivitat durch SpUlen entfernt; die an
die Zellen gebundenen 12SJ _ANP werden nach Auflosen der Zel-
len in Natronlauge szintillationsluminometrisch quantifi-
ziert. Der Anteil der unspezifischen Bindung der Gesamtbin-
dung wird in Gegenwart eines 1000fachen Uberschusses an
unmarkierten ANP im Inkubationsmedium bestimmt und substra-
hiert.
In Anwesenheit von um den ANP-Rezeptor konkurrierenden Sub-
stanzen wird weniger Radioaktivitat gefunden. Als Ma~ fUr die
Verdrangungseigenschaften einer Substanz gilt die Konzentra-
tion, die 50 % der Radioaktivitat von der Bindungsstelle ver-
drangt (ICso-Wert).
ANP-Rezeptor-Agonisten konnten wertvolle Therapeutika fUr die
Behandlung des Bluthochdrucks und der Herzinsuffizienz sein.
Der Kompetitionstest erlaubt nicht die Differenzierung von
Rezeptor-Antagonisten und -Agonisten; daher wird er erganzt
durch die Bestimmung von intrazellularem zyklischen Guanosin-
monophosphat (cGMP), da die Bindung von ANP an ANP-Rezeptoren
zu einer Aktivierung der membranstandigen Guanylatzyklase
fUhrt.
3. 7.2 Material und Methoden
3.7.2.1 Kaninchenaortenzellen
FUr die ANP-Kompetitionsuntersuchungen bzw. Aktivitatsbestim-
mungen der membrangebundenen Guanylatzyklase wird eine Kanin-
chenaorten-Primarkultur eingesetzt. Zur Praparation wird ein
ca. 5 em langes Aortensegment aus dem thorakalen Bereich
frisch entnommen und die Blutreste,durch intensives Waschen
in PBS-Puffer (s. 3.7.2.2) entfernt. Adiposes Gewebe wird
mittels sterilen Skalpells entfernt und die Aorta nach erneu-
tern Waschen in PBS mittels einer hei~sterilisiertenSchere
(2 h, 180 DC) in ca. 5 mm 2 gro~e StUcke geschnitten und 24
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Stunden mit DMEM/10 % FKS/Dispase I (1 U/ml, Boehringer
Mannheim, Nr. 210455) bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das
Medium wird anschliessend bei 2.000 Upm abzentrifugiert
(Labofuge 6000), das verbleibende Pellet einmal mit DMEM
gewaschen und nach Zugabe von DMEM/10 % FKS erneut im Brut-
schrank 24 h inkubiert. Die nicht von der Dispase abgebauten
Gewebsreste werden anschliessend abgesaugt und die adharenten
Kaninchenaortenzellen bis zur Konfluenz kultiviert.
Die von uns verwendeten Zellen sind seit 1986 in der 5. Pas-
sage in Kulturmedium unter Zusatz von 10 %ig DMSO bei -196°C
kryokonserviert und wurden zwischen der 8. und 15. Passage
fUr die Versuche eingesetzt.
3.7.2.2 Kult;urmedium und Puffer
a) Kult;urmedium, Medienaddit;iva und Antibiot;ika:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03 , Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach
konzentriert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM-Pulverkonzentrat (fUr 5 1 Medium)
+ 18,5 9 NaHC03
+ 0,5 9 Streptomycinsulfat
+ 0,3 9 Penicillin G (500.000 IU)
werden mit bidest. Wasser auf 5 1 aufgeflillt und nach
l5-30minlitigem RUhren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~m,
Schleicher & SchUll, Nr. 401352).
Die NEAA werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Das FKS wird vor Gebrauch 10 %ig (v/v) dem Fllissigmedium
zugesetzt.
BSA wird als sterile 10 %ige Stammlosung in bidest. Wasser
bei 4 °c gelagert und dem Fllissigmedium vor Gebrauch 1 %ig
(v/v) zugesetzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
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schlie~lich NaHC03 , NEAA und Antibiotika bezeichnet. AIle
anderen Zusatze (FKS, BSA) werden gesondert aufgeflihrt.
b) Zusammensetzung des PBS-Puffers:
Zum Waschen der Zellen wird "phosphate buffered saline
(PBS) verwendet:
8,0 g NaCI (Merck, Nr. 6404)
0,2 g KCI (Merck, Nr. 4936)
l,15g Na2HP04 (Sigma, Nr. S0876)
0,2 g KH2P04 (Merck, Nr. 4873)
werden mit bidest. Wasser auf 1 I aufgeflillt - der pH-Wert
der Losung betragt 7,0.
3.7.2.3 Txypsin16sung
100 ml 0,25 %ige Trypsinlosung (Flow, Nr. 1689454) werden mit
7 ml einer 1 %igen EDTA-Losung (in sterilem PBS-Puffer) ver-
setzt.
3.7.2.4 Subkultivierung der Aortenzellen
AIle im fo1genden beschriebenen Arbeitsgange erfolgen unter
sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank, sterile Verbrauchsware,
Pipetten):
1. Medium absaugen
2. 2 ml Trypsinlosung zusetzen (bei NUNC-Petrischalen,
d = 10 em, Nr. 150350)
3. Nach 5 min bei 37°C die Zellsuspension in ein Zentrifu-
genrohrehen pipettieren, in dem 2 ml DMEM/10 % FKS vorge-
legt wurden
4. Zentrifugation bei 2.000 Upm (Labofuge 6000, Heraeus),
1 min
5. Absaugen des Uberstandes, suspendieren des Zellpellets in
5 ml DMEM/10 % FKS
6. Zentrifugation wie 4.
7. Uberstand absaugen, Zellpellet in 5 ml DMEM/10 % FKS auf-
nehmen und auf flinf neue Petrischalen verteilen, in denen
10 ml DMEM/10 % FKS vorgelegt wurden.
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3.7.2.5 Einfrieren von Aortenzellen
Punkt 1.-6. wie unter 3.7.2.4 beschrieben
7. Pellet suspendieren in 1 ml DMEM/l0 % FKS/l0 % DMSO und in
eine Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettieren
8. Mit Einfrierstopfen (Union Carbide) auf Position "G" 2 h
im Stickstoffbehalter belassen, danach aIle 15 min eine
Position tiefer setzen.
3.7.2.6 Proteinbestimmung nach Lo~
Losungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2 % Na2C03
0,1 mol/l NaOH
1 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CuS04 x 5 H20
einzeln losen, dann zusammengeben
50 Teile Reagenz A
+ I Teil Reagenz B
Priiflosung:
100 ~l Probe mit 2 ml Reagenz C gut mischen und 10 min
stehen lassen.
100 ~l Folin-Reagenz (Fa. Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen
100 ~l Triton-X-l00 (l%ig in dest. Wasser) zugeben.
Absorptionsbestimmung gegen Reagenz + Folin + Triton als
Leerwert im Spektralphotometer (Beckman, Modell 34) - Wel-
lenlange: 660 nm
Eichlosung:
0,1 % BSA-Lsg.
10-50 ~l = 10 - 50 ~g BSA/Ansatz
3. 7. 2. 7 Durchfiihrung dex: ANP-Bindungsstudien
a) Vorberei tung
Da die ANP-Bindungscharakteristik wesentlich von der Zell-
dichte im Petrischalensystem abhangig ist, mussen folgende
Subkultivierungsmodalitaten unbedingt eingehalten werden:
(1) Die Kaninchenaortenzellen sollten erst ab der 3. (re-
lativl) Passage nach dem Auftauen einer Ampulle fur das
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ANP-Rezeptorscreening eingesetzt werden, da erst dann ein
konfluenter Monolayer Synthese-aktiver Zellen zu realisie-
ren ist.
(2) Die Zellen sollten nicht mehr als 10 Passagen ununter-
brochen in Kultur sein, urn die Vergleichbarkeit der Scree-
ningergebnisse zu gewahrleisten.
b) Durchfuhrung der ANP-Bindungen und Versuchsaufarbeitung
Die Zellen werden in Multischalen mit 24 Vertiefungen an-
gezlichtet (DMEM/10 % FKS), nach 48 h mit PBS gewaschen und
18 h mit DMEM/O,l % BSA im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2)
inkubiert. Die Zellen werden anschliessend einmal mit eis-
kaltem PBS/O,l % BSA-Puffer gewaschen und im Eisbad mit
0,25 ml eisgeklihltem DMEM, welches je nach Experiment 10 -
1000 fmol/ml 125J _ANP (DuPont, Nr. NEX228, spezifische
Aktivitat 2200 Ci/mmol) flir 30 min inkubiert. Bei Kompeti-
tionsexperimenten werden nicht markierte ANP (Sigma,
A1663) bzw. die Prlifsubstanzen in 0,25 ml eiskaltem DMEM/
0,1 % BSA vorgelegt und die Radiotracerlosung (100 fmol/ml
125J _ANP in DMEM) zupipettiert. Die Prlifsubstanzen werden
dabei in Ethanol vorgelost und mit DMEM auf die gewlinschte
Endkonzentration (meist 10 6 mol/l, unter Berlicksichtigung
der Volurnenverdopplung durch die Radiotracerlosung) einge-
stellt. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung werden
Inkubationen in Gegenwart des jeweils 1000fachen Uber-
schu~es nicht-markierter ANP durchgeflihrt.
Der Monolayer wird anschliessend einmal mit PBS/ 0,1 %
BSA-Puffer und dreimal mit PBS-Puffer ohne Zusatz
gewaschen. Beide Puffer sind eisgeklihlt, urn eine vermehrte
Degradation der gebundenen ANP zu verhindern.
Die Zellen werden durch Zugabe von 500 ~l 0,5 mol/l NaOH-
Losung/MS-Vertiefung solubilisiert und die gebundene ANP-
Radioaktivitat im Gammacounter (LKB, Rackgamma II Modell
1270) quantifiziert. Ein 100 ~l-Aliquot wird zur Zellpro-
teinbestimmung nach Lowry (s. 3.7.2.6) eingesetzt.
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c) Auswertung der Kompetitionsstudien
Bestimmt wird die Masse spezifisch gebundener 125J _ANP
durch Subtraktion der in Gegenwart der 1000fach liber-
schli~igen gebundenen Radioligandenmenge von der Gesamtbin-
dungsmenge bei den Kontroll- bzw. Substanzinkubationen.
Die Radioaktivitatsdaten werden dabei immer auf das Zell-
bzw. Homogenatprotein bezogen, wobei aus drei Inkuba-
tionsansatzen pro Substanz bzw. Konzentration der Mittel-
wert ermittelt wird. Die substanzbedingte Verdrangung des
radiojodierten ANP vom Rezeptor wird als Differenz zur
Kontrollinkubation prozentual ausgedrlickt.
3.7.2.8 untersuchungen zurANP-Rezeptor-Agonisten-/Antago-
nisten-Differenzierung
Die Zellen werden in 10-cm-Petrischalen nach 3.7.2.4 ange-
zlichtet (DMEM/10 % FKS), nach 48 h mit PBS gewaschen, mit
100 ~mol/l Isobutylmethylxanthin (vorgelost in Ethanol,
1 %ige Ethanolendkonzentration) in DMEM/O,l % BSA versetzt
und 10 min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Nach Zusatz von
ANP (als Referenzsubstanz, Sigma, Nr. A1663) bzw. den Prlif-
substanzen (vorgelost in Ethanol, 1 %ige Ethanolendkonzentra-
tion) wird weitere 30 min bei 37 °c (Brutschrank) inkubiert.
Das Medium wird anschliessend abgesaugt, die Zellen zweimal
mit PBS-Puffer gewaschen, nach Abschaben mittels Gummiwischer
mit 2 ml PBS-Puffer in ein Zentrifugenrohrchen liberflihrt und
bei 4 °c zentrifugiert (800 x g, J2-21 Klihlzentrifuge). Der
tiberstand wird abgesaugt, das Zellpellet in 1 ml 6 %iger Tri-
chloressigsaurelosung aufgenommen und 30 sec bei 40 W ultra-
beschallt (Branson-Sonifier B12). Anschliessend wird 15 min
bei 2.500 x g zentrifugiert (4 °c, J2-21 Klihlzentrifuge), der
tiberstand viermal mit wassergesattigtem Ether extrahiert und
die wassrige Phase bei 70 - 80 °c (Wasserbad) unter Stick-
stoffgasstrom abgeblasen. Der Rlickstand wird in 150 ~l 0,05
mol/l Natriumacetatpuffer (pH 6,2) aufgenommen; 100 ~l werden
fUr die cGMP-Bestimmung mittels Radioimmunoassay (s. 3.7.2.9)
eingesetzt.
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3.7.2.9 Bestimmung des intrazellularen cGMP
Es wird ein kommerziell erhaltlicher Radioimmunoassay (RIA)-
Kit (DuPont, Nr. NEX133) eingesetzt:
a) Im RIA-Kit enthaltene Reagenzien:
1. Natriumacetatpuffer (0,05 mol/I, pH 6,2) :
wird mit 500 ml bidest. Wasser aufgeflillt und bei
2-8 °C gelagert
2. cGMP-Standard:
wird mit 20 ml bidest. Wasser aufgeflillt - Konzentra-
tion: 2 nIDol cGMP/ml
3. cGMP-Antiserumkomplex:
wird mit 21 ml bidest. Wasser aufgeflillt
4. cGMP-Tyrosine-Methylester [125J ) :
27,8 kBq cGMP [125J ) , gelost in 1 ml n~Propanol/Wasser
= 1:1 (v/v), werden mit 5 ml bidest. Wasser gemischt
5. Kaninchenserum:
wird in 5 ml bidest. Wasser gelost und mit der Losung
aus 4. gemischt - die resultierende Losung wird im
folgenden als "Tracerlosung" bezeichnet
6. Essigsaureanhydrid
7. Triethylamin
8. Acetylierungsreagenz:
Ein Teil Essigsaureanhydrid mit zwei Teilen Triethyl-
amin kurz vor Gebrauch mischen.
Zusatzlich wird eine zu 70 % gesattigte Ammoniumsulfatlosung
benotigt (47,2 g Ammoniumsulfat in 100 ml bidest. Wasser).
b) Durchfilhrung der cGMP-Bestimmungen:
Zur Erstellung der Standardkurve wird Losung 2 mit Natri-
umacetatpuffer (Losung 1) 1:20 verdlinnt. Die sich ergebene
Stammlosung (100 pmol/ml cGMP) wird in folgender Tabelle
mit "s" bezeichnet:
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Verdunnungsreihe zur Standardkurvenerstellung:
Konzentration cGMP-Ll:lsg. Natriumacetat ergibt
[fmol/100 fLI] -Puffer Standard
500 0,1 ml S 1,9 ml A
250 1,0 ml A 1,0 ml B
100 1,0 ml B 1,5 ml C
50 1,0 ml C 1,0 ml D
25 1,0 ml D 1,0 ml E
10 1,0 ml E 1,5 ml F
5 1,0 ml F 1,0 ml G
2,5 1,0 ml G 1,0 ml H
Die cGMP-Bestimmung wird nach folgendem Schema durchgefuhrt:
Probenbezeich- Natriumacetat Acetylierungs- Tracer Anti-
nung Puffer reagenz serum
Nr. [fLI] [fLI] [fLI] [fLI]
1-3 "Blank" 200 100
4-6 "BO" 100 5 100 100
7-9 "Total Counts" 100
10-12 Standard H 5 100 100
13-15 Standard G 5 100 100
16-18 Standard F 5 100 100
19-21 Standard E 5 100 100
22-24 Standard D 5 100 100
25-27 Standard C 5 100 100
28-30 Standard B 5 100 100
31-33 Standard A 5 100 100
34-36 Probe 1 5 100 100
37 ••• weitere Pro
Die Proben werden in Vorlaufgefa~en (Greiner, Nr. 697101)
unter Schlitteln mit 5 ~l Acetylierungsreagenz versetzt,
100 ~l Tracerlosung zupipettiert und nach Zusatz des Antise-
rums (Losung 3) erneut kraftig geschlittelt. Nach einer
18stlindigen Inkubation bei 4 °C wird unter Zusatz von 1 ml
eiskalter 70%ig gesattigter Ammoniumsulfatlosung gefallt,
unter Klihlung 15 min bei 2.500 x 9 zentrifugiert (4 °C, J2-21
Klihlzentrifuge) und nach vorsichtigem Absaugen des tlberstan-
des die Radioaktivitat des Pellets im Gammazahler (LKB 1270,
Rackgamma II) quantifiziert. Mit Hilfe der im Zahler imple-
mentierten Software wird aus der Standardkurve der cGMP-
Gehalt der Proben automatisch in fmol cGMP pro 100 ~l ermit-
telt, so da~ nur eventuelle Probenverdlinnungen bei der
Berechnung zu berlicksichtigen sind.
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3.7.3 Ergebnisse und Diskussion
Die Inkubation der Kaninchen-Aorten-Zellen in Gegenwart von
125J _ANP fUhrt zu einer zeitabhangigen Bindung des Liganden,
wobei nach etwa 30 min eine maximale Bindung erreicht wird
(Abb. 3.3). Dabei darf eine Temperatur von 4 °C nicht Uber-
schritten werden, urn eine Aufnahme und Degradation des Ligan-
den zu vermeiden. Bei 4 °c kommt es erst nach einer Inkubati-
onsdauer von 60-120 min zu einem steilen Anstieg der zellge-
bundenen Radioaktivitat, die auf die Internalisation von
125J _ANP zurUckzufUhren ist •
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3.3: Kinetiken der spezifischen J • ) und des: unspezi-
fischen ( 0 ) Bindung von 12 J-ANP an Aortenzellen
Kaninchenaortenzellen (10. Passage) wurden in DMEM/
0,1 % BSA (= Bindungspuffer) iibes: Nacht im Brut-
schrank bei 37°C vorinkubiert. Vor des: Bindung wur-
den die Zellmonolayer mit eiskaltem BindungsEuffer
gewaschen und anschliessend mit 40 fmollml 1. 5J - ANP
(NEN, spez. Akt. 4500 cpm/fmol) fiir die angegebenen
zeiten inkubiert. Zur Bestimmung der uns,eezifischen
Bindung wurden parallel Inkubationen in Gegenwart
des 1000fachen lJberschu{3es nicht-radioaktiver ANP
durchgefiihrt. Nach des: Bindungsinkubation wurden die
Monolayer 4fach mit eiskaltem PBS-Puffer, pH 7,4,
gewaschen und mit 1 ml NaOH, c = 0,5 molll solubili-
siert. 500 ~l der Losung wuxden zur Radioaktivitlits-
bestimmung im Gammazlihler (LKB, Modell 1270) einge-
setzt; 100 ~l dienten der Proteinbestimmung nach
Lowryet ale (1951).
Angegeben sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
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Eine Vorinkubation der Zellen Uber Nacht mit 0,1 % BSA fUhrt
zu besser reproduzierbaren Ergebnissen; auch werden nur kon-
fluente "Monolayer" verwendet, um eine Bindung des Tracers an
die oberflachenaktivierte Petrischale zu vermeiden oder
wenigstens zu verringern.
In Gegenwart eines Uberschusses von unmarkiertem ANP wird der
radioaktiv markierte Ligand in Abhangigkeit von der Konzen-
tration des "Displacers" aus der Bindung verdrangt
(Abb. 3.4) •
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Abb. 3.4: Bindung von ANP an kultivierte Kaninchenaortenzel-
len.
Kaninchenaortenzellen (8-10. Passage) wurden in
DMEM/ 0,1 % BSA (= Bindungspuffer) iiber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C vorinkubiert. Vor der Bindung
wurden die Zellmonolayer mit eiskaltem Bindungspuf-
f~3 gewaschen und anschliessend mit 100 fmol/ml
J-ANP (NEN, spez. Akt. 2200 cpm/ fmol) bei 4 °C
0,5 h in Gegenwart der angegebenen Konzentr~tionen
an nichtmarkierten ANP inkubiert. Die weiteren
Aufarbeitungsschritte erfolgten, wie in der Legende
zur Abb. 3.3 beschrieben.
Angegeben sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
Die Abhangigkeit der 125J-ANP-Bindung von der ANP-Konzentra-
tion ist in Abb. 3.5 graphisch dargestellt.
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Abb. 3.5: Konzentrationsabhlingige Bindung von 125J_ANP an
Aortenzellen.
Kaninchenaortenzellen (10. Passage) wurden in DMEM/
0,1 % BSA (= Bindungspuffer) fiber Nacht im Brut-
schrank bei 37 °C vorinkubiert. Vor der Bindung wur-
den die Zellmonolayer mit eiskaltem Bindungspuffer
gewaschen und1,~schliessendmit den angegebenen Kon-
zentrationen J-ANP (NEN, spee , Akt. 25 cpm/fmol)
fiir 30 Min. inkubiert. zur Bestimmung des: unspezifi-
schen Bindung wurden.parallel Inkubationen in Gegen-
wart des 1000fachen tJberschu{3es nichtradioaktiver
ANP durchgefiihrt.
Nach der Bindungsinkubation wurden die Monolayer
4fach mit eiskaltem PBS-Puffer, pH 7,4, gewaschen
und mit 1 ml NaOH, c = 0,5 mol/l solubilisiert.
500 ~l des: Losung wuxden zur Radioaktivitlitsbestim-
mung im Gammazlihler (LKB, Modell 1270) eingesetzt -
100 ~l dienten des: Proteinbestimmung neah Lowry et
al., 1951.
Angegeben sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
Das Plateau der spezifischen bzw. Gesamtbindung ab ca.
500 prnol/l 125J _ANP zeigt eine Sattigung der Rezeptaren an.
Eine weitere Erhohung der ANP-Staffrnenge irn Inkubationsrnediurn
flihrt zwar zur Erhohung der Gesamt-Bindung, jedach nur auf-
grund der stark ansteigenden unspezifischen Bindung von 125J _
ANP in Gegenwart des 1000fachen Oberschusses an unmarkiertem
ANP (Daten nicht aufgeflihrt).
Die Auswertung nach Scatchard (Abb. 3.6) erbringt eine Bin-
dungskanstante (KD) von 270 pmal/l bei ca. 200.000 Rezeptoren
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pro Zelle. Diese Daten stimmen sehr gut mit den von Schenk et
al. (1985) gefundenen Daten fur Rinderendothelzellen (KD =
300 pmol/l; ca. 210.000 Rezeptoren/Zelle) uberein.
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Abb. 3.6: Scatchardanalyse der spezifischen Bindungsdaten dUS
Abb. 3.5
Angegeben sind Mittelwerte dUS drei Bestimmungen.
Waldman et al. (1984) konnte den inhibierenden Effekt von
Trypsin auf die cGMP-Bildung in Rattennierenmembranen nach-
weisen. Da diese Protease zur Subkultivierung der Aortenzel-
len verwendet wird, wurde der Trypsin-Einflu~ auf die ANP-
Bindung genauer untersucht. Abbildung 3.7 zeigt, da~ erst
3 Tage nach der letzten Subkultivierung der Zellen eine
maximale Bindung der ANP-Molekule erreicht wird.
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Abb, 3.7: Einflu{3 des: Subkultivierung auf die 125J _ANP_Bin_
dung
Kaninchenaortenzellen (10. Passage) wurde mittels
0,05 % Trypsin (Flow-Laboratories)/ 0,05 % EDTA
gesplittet und fur die angegebenen Zeiten kulti-
viert. Nach einex Vorinkubation mit DMEM/ 0,1 % BSA
bei 37 °C Lm CO2- begas t en Brutschrank tiber Nacht,
wurden die Bindungen mit 40 pmol 125J _ANP/ ml fur
30 Min. bei 4 0 C durohqetitihrt», Die Zelldichte am Tag
der Bindung war auf allen Petrischalen gleich, was
durch eine Proteinbestimmung nach Lo~ et al.,
1951, ermittelt wurde.
Aile weiteren Aufarbeitungsschritte wurde wie in der
Legende zur Abb. 3.5 beschrieben durchgefuhrt.
Angegeben sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
Der proteolytische Einflu{3 auf die Anzahl funktionsfahiger
Rezeptoren mu{3 also beim Substanzscreening berUcksichtigt
werden, urn eine Vergleichbarkeit mehrerer Testreihen gewahr-
leisten zu konnen.
FUr das Screenen von Substanzen ist eine Auswahl von'Losungs-
vermittlern bzw. Losungsmitteln von entscheidender Bedeutung.
Es wurde daher der Einflu{3 verschiedener, mit Wasser mischba-
rer Losungsmittel auf die ANP-Bindung bestimmt. (Tab. 3.11).
Es konnte gezeigt werden, da{3 Ethanol, Aceton und DMSO bis zu
einer Endkonzentration von 1 Vol% zurn Screening einsetzbar
sind, wahrend Dioxan bei dieser Konzentration die ANP-Bindung
bereits erheblich beeinflu{3t, was unter anderem mit der Lipo-
philie dieses organischen Losungsmittels und mit der damit
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einhergehenden zerstarung der Zellmembranstruktur erklart
werden kann.
Unter Einbeziehung dieser Erkenntnisse wurden ca. 130 Rein-
substanzen aus unserer Pflanzenzellkultur (PZK) auf ihre ANP-
kompetitorische Potenz untersucht. Die in Tabelle 3.12 darge-
legten Ergebnisse zeigen, da~ nur einige wenige Substanzen
Verdrangungseigenschaften aufwiesen, die allerdings als sehr
gering zu bewerten sind.
Tab. 3.11: Einflu~ verschiedener Losungsmittel auf die Bin-
dung von 125J-ANP.
Vorinkubationsschritte wurden wie in der Legende zur
Abb. 3.5 beschrieben durchgefiihrt.
Die Bindungsexperimente wurden in Gegenwart der
angegebenen Konzentrationen Ethanol, Aceton, Dime-
thylsulfoxid (DMSO) bzw. Dioxan durchgefiihrt.
Weitere Details zur Aufarbeitung sind in der Legende
zur Abb. 3.5 aufgefiihrt.
Die Bindungsdaten sind in fmol spezifisch gebundenem
125J_ANP pro mg Zellprotein als Mittelwert aus 3
Bestimmungen angegeben.
LBsgm. Konzentration [Vol%]
Kontrolle 0,1 % 1 % 5 % 10 %
Ethanol 257,3 263,4 258,4 227,6 167,8
Aceton 257,3 264,4 245,4 175,3 100,8
DMSO 208,3 180,5 181,2 114,4 69,8
Dioxan 208,3 177,2 124,7 46,8 14,9
Zum Zwecke der Differenzierung zwischen Rezeptor-Agonisten
und -Antagonisten wurde ein Assay aufgebaut, der die Bestim-
mung des intrazellularen zyklischen GMPs mit Hilfe eines
Radioimmunoassays erlaubt. Um die Empfindlichkeit dieser Be-
stimmungsmethode zu steigern, wird das gebildete und in
Gegenwart von Isobutylmethylxanthin (IBMX) akkumulierte cGMP
acetyliert, da der verwendete Antikarper eine hahere Affini-
tat zum acetylierten cGMP besitzt (Steiner et al., 1972).
Abbildung 3.8 zeigt die Abhangigkeit der Bildung intrazel-
lularen zyklischen GMPs von der ANP-Konzentration im Inkuba-
tionsmedium. In diesem Modell wurden einige kompetitorisch
schwach potente Substanzen (20-25 % Kompetition) aus der
Pflanzenzellkultur untersucht. Unter dem fur diese Unter-
suchungen essentiellen Zusatz des Phosphodiesterasehemmers
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IBMX wurde mit Hilfe des erhohten intrazellularen cGMP-Gehal-
tes eine agonistische Funktion nachgewiesen, wenn diese auch
im Vergleich zum natlirlichen Liganden ANP als therapeutisch
uninteressant gewertet werden mu~ (Abb. 3.9).
Tab. 3.12: Einflu~ von Substanzen aus der Pflanzenzellkultur
auf die Bindung von 125J _ANP•
Die Vorinkubationen wurden wie in der Legende zur
Abb. 3.5 beschrieben durchgefiihrt.
Die Verdrangungsexperimente wurden mit 100 fmol/ml
125J _ANP fiir 30 Min. bei 4 °C in Gegenwart dez: ange-
gebenen Substanzen (a = 10- 6 mol/i) durahgefiihrt.
Aile weiteren Details sind in der Legende zur
Abb. 3.5 aufgefiihrt.
Substanzen 125J_ANP_Bindung
[% der Kontrolle]
NAT 18-007 11109 87,1
NAT 18-047 21120 94,3
NAT 18-001 11104 90,8
NAT 18-998 00402 80,0
NAT 18-789 11105 73,1
NAT 18-559 11109 94,2
NAT 18-177 11105 103,0
NAT 18-013 11114 109,6
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Abb. 3.8: Aktivierung der Guanylatzyklase in Kaninchenaorten-
zellen durch Ratten-ANP
Kaninchenaortenzellen (10. Passage) wurden 10 min in
DMEMIO,l % BSAl100 ~molll Isobutylmethylxanthin
(IBMX) vorinkubiert. Ratten-ANP wurden in den
angeqebenen Konzentrationen zugesetzt und die
Inkubation fur 30 Min. bei 37 °C im CO2- begas t enBrutschrank fortgesetzt.
Zur Bestimmung des cGMP wurden die Monolayer an-
schliessend zweimal mit je 2 ml eiskaltem PBS,
pH 7,4, gewaschen, abgeschabt und in 1 ml 6 %iger
Trichloressigsaure ultrabeschallt. Nach
Zentrifugation (2.500 x g, 15 ~n.) wurde der
Oberstand mit Wasser-gesattigtem Diethylether
extrahiert. Die wasserlosliche Fraktion wurde unter
Stickstoffgasstrom bei 70 °C getrocknet, in
Natriumacetatpuffer (0,05 molll, pH 6,2) gelost, und
nach Acetylierung fur eine cGMP-Bestimmung nach
Steiner et al., 1972, eingesetzt.
Angegeben sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
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Abb. 3.9: Aktivierung der membrangebundenen Guanylatzyklase
in Kaninchenaortenzellen.
Kaninchenaortenzellen wurden 10 min in DMEMI 0,1 %
BSA/100 ~mol/l Isobutylmethylxanthin (IBMX) vorin-
kUbiert. Die angegebenen Substanzen (10- 7 molll bei
einer angenommenen Molmasse von 400 g/mol) wurden
zugesetzt und die Inkubation fur 120 min bei 37 °c
im CO2-begasten Brutschrank fortgesetzt.Zur Bestimmung des cGMP wurden die Monolayer an-
schliessend zweimal mit je 2 ml eiskaltem PBS,
pH 7,4, gewaschen, abgeschabt und in 1 ml 6 %iger
Trichloressigsaure ultrabeschallt. Nach Zentrifuga-
tion (2.500 x g, 15 min) wurde der tJberstand mit
Wasser-gesattigtem Diethylether extrahiert. Die
wasserlosliche Fraktion wurde unter Stickstoffgas-
strom bei 70 °C getrocknet, in Natriumacetatpuf[er
(0,05 molll, pH 6,2) gelost und nach Acetylierung
fur eine cGMP-Bestimmung nach Steiner et al., 1972,
eingesetzt.
Das Protein wurde mit der Methode nach Lowry et al.
(1951), bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
Aus firmenstrategischen Erwagungen wurde dieses therapeuti-
sche Prinzip nicht weiter verfolgt. Die prasentierten Ergeb-
nisse zeigen jedoch, da~ mit der Kombination von Kompeti-
tionsstudien und Untersuchung auf Agonisten-/Antagonisten-
Funktion eine sehr effektive Auswahl von potenten Prijfsub-
stanzen erfolgen und damit die Anzahl der Untersuchungen im
konventionellen Kreislaufmodellen drastisch gesenkt werden
kann. Von ca. 200 bei uns untersuchten Substanzen waren nur
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zwei (NAT 18-02312110 bzw. NAT 20-52911104) weiter verfol-
genswert - 99 % der Prlifsubstanzen brauchten also nicht am
Tier getestet zu werdenl Da flir den ANP-Kompetitionsassay
mittlerweile Kits kommerziell erhaltlich sind (z.B. ANAWA
Laboratories, Nr. A3-220), la~t sich ein Grundscreening bei
diesem neuen therapeutischen Konzept flir Blutdrucksenkung und
Herzinsuffizienz ohne Tierverbrauch sehr effizient
durchflihren.
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3.8 Hemmung der Phosphodies1:erase
3.8. 1 Prinzip des Tes1:verfahrens und AnssageJ1log1ichkei1:
Die Phosphodiesterase III katalysiert spezifisch die Umwand-
lung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) in Adenosin-
monophosphat (AMP), das sich nach Abspaltung des Phosphat-
Restes mit einem Hilfsenzym ionenaustauschchromatographisch
von dem nicht umgesetzten Substrat abtrennen und bei Verwen-
dung radioaktiv markierten Substrates szintillationsluminome-
trisch quantifizieren la~t. In Gegenwart von Inhibitoren wird
weniger Adenosinmonophosphat bzw. Adenosin gebildet. Zur
Beurteilung der Inhibitor-Wirkung dient die Inhibitor-Konzen-
tration, bei der die Enzym-Aktivitat zu 50 % gehemmt wird
(ICso-Wert) .
Der Test erlaubt das Auffinden von inhibitorisch wirksamen,
Substanzen, macht aber erst nach Vergleichsuntersuchungen mit
den Phosphodiesterasen I und II Aussagen fiber die Spezifitat
der Inhibition moglich. Inhibitoren der Phosphodieste-
rase III, die eine besondere Bedeutung in der Herzmuskulatur,
in der glatten Gefa~muskulatur und in den Thrombozyten hat,
konnten als positiv inotrop wirksame Pharmaka bei Herzinsuf-
fizienz, als Gefa~dilatatoren bei Bluthochdruck und als Anti-
thrombotika bei arteriellen Verschlu~krankheitenund in der
Nachsorge des Herzinfarktes eingesetzt werden.
3.8.2 Ma1:erial und He1:hoden
3.8.2.1 Reagenzien und Chroma1:ographieJ1la1:erial
a) Adenosine 3':5'-cyclic monophosphate - free acid (Sigma,
A 4137)
b) Guanosine 3':5'-cyclic monophosphate - free acid (Sigma,
G 7504)
c) 2,8-3H-Adenosine 3':5'-cyclic monophosphate-Ammoniumsalz;
spez. Akt. 31,2 Ci/mmol, Ethanol:Wasser (1:1; v/v) (NEN,
NET 275)
d) 8-3H-Guanosine 3':5'-cyclic monophosphate-Ammoniumsalz:
spez. Akt. 5,04-10,3 Ci/mmol, Ethanol:Wasser (1:1, v/v)
(NEN, NET 337)
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e) Schlangengift - Venom Snake, Ophiophagus hannah (King
Cobra) (Sigma, V-0376)
f) Kationenaustauscher; Analytical Grade Cation Exchange
Resin AG 50W-X8; 100-200 mesh, hydrogen form (BioRad,
142-1441 )
g) 2-Mercaptoethanol (Merck, 805740 oder Sigma, M-6250)
h) Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma, T-1503)
i) Magnesiumchlorid x 6 H20 (Merck, 5833)
k) Instagel II (Packard, 6013015)
1) Dextran T500 (Pharmacia, 17-0320-02)
3.8.2.2 Puffer
a) "PDE-isolation buffer" (Weishaar et al., 1986)
10 mmol/l Tris-HCl, pH 7,5
2 mmol/l MgC12 x 6 H20
1 mmol/l 2-Mercaptoethanol
b) Assay-puffer
Stammlosung: 0,8 mol/l Tris-HCI, pH 8,0
0,1 mol/l MgCl2 x 6 H20
FUr die Bestimmung der Aktivitat der PDE wird dieser Puf-
fer 1:20 mit Aqua bidest. verdUnnt und 2-Mercaptoethanol
in einer Konzentration von 5 mmol/l zugesetzt.
3.8.2.3 Substratlosungen
a) nicht-radioaktiv markierte Substrate
Als nicht-radioaktiv markierte Substrate werden cAMP und
cGMP in einer Endkonzentration von 1 ~ol/l im Reaktions-
ansatz eingesetzt. Die Stammlosungen (4 x 10-3 mol/I) wer-
den mit Assay-Puffer 1:1000 verdUnnt und dem Reaktionsan-
satz als 4 x 10-6 mol/l-Losung zugesetzt.
b) radioaktiv markierte Substrate
3H-CAMP und 3H-cGMP werden so mit Assay-Puffer verdUnnt,
da~ 100 ~l dieser Losung etwa 0,2 ~Ci enthalten.
c) Schlangengift-L6sung
1 mg/ml Aqua bidest.
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3.8.2.4 Besrimmung der Akrivirar der Phosphodiesrerase
1m Eisbad wird in Eppendorf-Reaktionsgefa~epipettiert:
100 ~l nicht-radioaktiv markierte Substrat-Losung
100 ~l radioaktives Substrat
100 ~l Assay-Puffer oder Inhibitor-Losung
Die Testsubstanzen werden - falls in H20 unloslich - in
DMSO vorgelost und dann entsprechend mit Assay-Puffer ver-
dlinnt, so da~ die Endkonzentration an DMSO im Reaktionsan-
satz 2,5 % betragt. In diesem Fall enthalt auch die Kon-
trolle 2,5 % DMSO.
Nach Vorinkubation bei 30°C im Schlittelwasserbad (5 min)
werden jeweils 100 ~l Enzym-Losung, die vorher ebenfalls aUf.
30°C erwarmt worden ist, im Abstand von 10 sec zupipettiert.
Nach 10 min Inkubation bei 30°C im Schlittelwasserbad wird
die Inkubation durch Uberflihrung der Reaktionsgefa~e in
kochendes Wasser (45 sec) beendet. In einem Eisbad werden
100 ~l Schlangengift zugesetzt, und die Inkubation 10 min bei
30°C im Schlittelwasserbad fortgeflihrt. Die Proben werden an
AG 50W-X8 chromatographiert (100-200 mesh; H+-Form; Mini-
saule = Pasteurpipette). Die Saule ist mit 3 ml 10 % Ethanol
aquilibriert. Nachdem die Proben aufgetragen sind, wird mit
20 mIlO % Ethanol gesplilt. Die Elution des gebundenen 3H_
Adenosins bzw. 3H-Guanosins erfolgt mit 10 ml 3 mol/l Ammo-
niak in 10 % Ethanol. 1 ml des Eluats wird mit 4 ml Szintil-
lationsfllissigkeit (Packard, Instagel II) versetzt und im
LKB-Counter szintillationsluminometrisch quantifiziert.
Zur Bestimmung der Gesamtradioaktivitat im Ansatz werden
100 ~l nicht-radioaktiv markiertes Substrat
100 ~l radioaktiv markiertes Substrat
200 ~l Assay-Puffer
600 ~l 3 mol/l Ammoniak-Losung in 10 % Ethanol
gemischt, mit 4 ml Szintillationsfllissigkeit versetzt und
quantifiziert.
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Als weitere Kontrolle (Blindwert) dient ein Ansatz mit
100 ~l nicht-radioaktiv markiertem Substrat
100 ~l radioaktivem Substrat
200 ~l Assay-Puffer
100 ~l Schlangengift.
Dieser Ansatz enthalt keine Phosphodiesterase und wird wie
die librigen Ansatze behandelt und chromatographiert.
Die PDE-Aktivitat wird folgenderma~en bestimmt:
[(geziihlte Counts in dpm x Elutionsvol.) - Blindwert] xSubstrat (= 0,4nmol)x 1000x 2,5
(Gesamtradioaktivitat - Blindwert) x Inkubationszeit [min]
pmolhydrolysiertes Substrat
minxml
Das Ergebnis gibt den Umsatz in pmol pro min und ml Reak-
tionsansatz an. Ein Unit Enzym ist die Enzymmenge, die 1 ~mol
Substrat pro Minute umsetzt. Bei der Prlifung von Substanzen
wird ihr Umsatz als prozentuale Inhibition zur Kontrolle (=
100 %) dargestellt.
3. 8. 2.5 Gewinnung von Phosphodiesterase-AJctivi tat aue
Kaninchenherzen
Acht Kaninchenherzen (~ 60 g) werden vollstandig von Fettge-
webe und von den Vorhofen befreit. Die Herzkammern werden
aufgeschnitten, mehrfach mit "PDE-isolation buffer" gesplilt,
urn die Erythrozyten zu lysieren. Die Herzstlicke werden
anschlie~end in eiskaltem Aqua demin. gesplilt und mit Schere
oder Skalpell zerkleinert. Durch Homogenisation mit einem
Waring-Labormixer (Bender & Hobein~ Motorleistung 840 W~
20.000/15.600-1 U) flir 30 sec bei 15.600 U/min und 60 sec bei
20.000 U/min und anschlie~end mit einem Homogenisator vom
Potter-Elvehjem-Typ bei 1.200-1.300 Upm wahrend 30-60 sec
wird ein Homogenat erhalten, das noch 30 sec/ml bei 40-50 W
im Eisbad ultrabeschallt und anschlie~end 20 min bei 4 °C und
30000 x g in einer Klihlzentrifuge zentrifugiert wird. Der
Uberstand wird gesammelt, das Sediment wird noch einmal mit
kaltem Aqua demin. aufgeschlittelt, abermals homogenisiert und
ultrabeschallt und erneut zentrifugiert. Die tlberstande wer-
den vereinigt, 30 % an Ethylenglykol, 5 mmol/l an Glucose,
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5 mmol/l an 2-Mercaptoethanol gemacht und 0,1 % NaN3 zuge-
setzt. Die Zusatze dienen als Stabilisatoren fUr die relativ
labile Enzymaktivitat. Zur Auftrennung in die einzelnen Iso-
enzyme wird diese PDE-Praparation einer Ionenaustauschchroma-
tographie an DEAE-Sephacel unterzogen, die unter 3.8.2.8
beschrieben ist.
3.8.2.6 Gewinnung von Phosphodiesterase-Aktivitiit aus
sobseeineeort:e
Etwa 5 Schweineaorten werden von anhangendem Fett und von der
Adventitia befreit, mit "PDE-isolation buffer" mehrfach gewa-
schen und in kleine StUcke geschnitten. Unter Verwendung
eines Waring-Labormixers (Bender & Hobein, Motorleistung
840 W; 20.000/15.600-1 U) wird ein Homogenat hergestellt, das
anschlie~end 30 sec/ml bei 40 W im Eisbad ultrabeschallt
wird. Nach Zentrifugation fUr 20 min bei 30.000 x g wird der
tiberstand gesammelt, das Sediment wird nochmals homogenisiert
und zentrifugiert, und die tiberstande werden vereinigt. Zur
anschlie~enden Chromatographie werden die tlberstande mit 30 %
Ethylenglykol, 5 mmol/l Glucose und 5 mmol/l 2-Mercapto-
ethanol versetzt, und 0,1 % Natriurnazid hinzugefUgt.
3.8.2.7 Gewinnung von Phosphodiesterase-Aktivitiit aus
Schweine-Thrombozyt;en
Zwei Liter Schweineblut werden in einem Plastikgefa~ gesam-
melt, in dem sich 9 g Na-citrat/200 ml 0,9 % NaCl und
200-400 ~l Liquemin (250000 I.E.) befinden, urn eine Gerinnung
zu verhindern. Das Schweineblut wird dann mit 400 ml 6 % Dex-
tran T-500 in 0,9 % NaCl versetzt. Nach 1 h Stehenlassen wird
der tlberstand 10 min bei 1.000 U/min (~ 100-500 x g) zentri-
fugiert, urn die Leukozyten von den Thrombozyten abzutrennen.
Die Thrombozyten befinden sich im tlberstand und werden an-
schlie~end 15 min bei 4 °C und 5.100 x g in einer KUhlzentri-
fuge zentrifugiert. Der tiberstand wird verworfen; das Sedi-
ment wird zweimal mit "PDE-isolation buffer" gewaschen und in
50 mmol/l Natriurnacetat-Puffer pH 6,5 aufgenommen. Nach Homo-
genisation mit dem Potter-Elvehjem-Homogenisator und an-
schlie~ender Ultrabeschallung im Eisbad (30 sec/ml; 40-50 W)
wird bei 30.000 x g und 4 °C in einer KUhlzentrifuge (Beckman
J2-21) zentrifugiert. Der tiberstand wird gesammelt; das Sedi-
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ment wird nochmal in 50 mmol/l Natriumacetat-Puffer pH 6,5
aufgenommen, homogenisiert, beschallt und erneut zentrifu-
giert.
Die tlberstande werden vereinigt und 30 %ig an Ethylenglykol,
5 romol/l an Glucose, 5 mmol/l an 2-Mercaptoethanol und
Or1 %ig an Natriumazid gemacht.
3.8.2.8 Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel
Zur Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel (Pharmacia
170500-01) wird eine Chromatographie-Saule der Fa. LKB (2137)
mit einer Saulenlange von 35 cm (Gelbettlange 30 cm) und
einem Innendurchmesser von 2,6 cm verwendet. Das Gelvolumen
betragt etwa 160 mI. Die Saule wird mit 50 mmol/l Natrium-
acetat-Puffer pH 6,5 aquilibriert, der 5 mmol/l an Glucose,
5 romol/l an 2-Mercaptoethanol und 30 %ig an Ethylenglycol
ist.
Die jeweilige Phosphodiesterase-Praparation (s. 3.8.2.5-
3.8.2.7) wird aufgetragen. Man sptilt mit dem Aquilibrierungs-
puffer so lange, bis das Eluat proteinfrei ist (Kontrolle
durch UV-Detektion mittels eines LKB-Uvicords S II 2238 bei
280 nm). Die Phosphodiesterase-Aktivitat la~t sich eluieren
mit 2 x 700 ml eines Gradienten von 0,05-1 mol/l Natrium-
acetat-Puffer, der Ethylenglycol, Glucose und Mercaptoethanol
in den oben angegebenen Mengen enthalt. In den 7,5-7,8 ml-
Fraktionen wird photometrisch die Proteinkonzentration tiber
die Absorption bei 280 nm und die Aktivitat der Phosphodi-
esterase mit cAMP bzw. cGMP als Substrat bestimmt.
Die PDE III la~t sich identifizieren durch eine parallele
Aktivitatsbestimmung in Gegenwart von Motapizon (Nattermann-
Forschungssubstanz), das ein selektiver Inhibitor der PDE III
darstellt.
Die Motapizon-hemmbaren Fraktionen werden vereinigt und nach
Dialyse gegen 0,1 mol/l Natriumacetat-Puffer pH 6,5 mit den
eben genannten Zusatzen an DEAE-Sephacel rechromatographiert
(Saulenlange 19 cm; ~ 1,5 cm). Die PDE-Aktivitat wird mit
2 x 150 ml eines Gradienten mit 0,1-0,8 mol/l Natriumacetat-
Puffer pH 6,5 und den beschriebenen Zusatzen eluiert. Die
Fraktionen mit PDE-Aktivitat werden vereinigt, durch Ultra-
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filtration konzentriert, dialysiert und portionsweise tiefge-
froren.
3.8.3 Ergebnisse und Diskussion
Phosphodiesterase-III-Aktivitat konnte aus Ratten- und Kanin-
chenherzen, Schweinethrombozyten und -arteriengewebe iso-
liert, durch Ionenaustauschchromatographie angereichert und
von den Phosphodiesterasen I und II abgetrennt werden. Exem-
plarisch sind die Elutionsprofile nach Chromatographie der
POE aus Herzgewebe der Ratte (Abb. 3.10) und aus Schweine-
thrombozyten (Abb. 3.11) gezeigt.
Oie Phosphodiesterase III kann dabei deutlich von der Phos-
phodiesterase I abgetrennt werden, ist aber - wie die Aktivi-
tatsbestimmung in Gegenwart von cGMP zeigt - nicht frei von
POE-II-Aktivitat. Nach Rechromatographie war - gemessen an
der Inhibition durch Motapizon - die Phosphodiesterase aus
Thrombozyten zu 100 %, die aus Herzgewebe zu mehr als 90 %
und die aus Schweineaorten zu etwa 80 % frei von anderen
Phosphodiesterasen. Oie Mehrgipfeligkeit des Elutionsprofils
fur die POE III, die bei allen Praparationen gefunden wurde,
spricht fur die Existenz multipler Formen mit unterschiedli-
chem isoelektrischem Punkt (bedingt durch z.B. unterschiedli-
chen Sialinsaure-Anteil). Kinetisch erwiesen sich nach mehr-
facher Rechromatographie diese multiplen Formen als iden-
tisch.
Mit den gewonnenen reinen Enzymen wurden etwa 50 Verbindungen
aus der Klasse der Pyridazinone und Pyridone auf ihre Hemm-
wirkung der POE-III-Aktivitat hin gepruft. In den Abbildungen
3.12, 3.13 und 3.14 sind anhand von Konzentrations-Wirkungs-
Kurven die Ergebnisse dargestellt, die mit vier reprasentati-
ven Verbindungen erzielt worden sind. Oie bei diesen Unter-
suchungen eingesetzte PDE-III aus Arteriengewebe des Schwei-
nes erwies sich dabei, wie bereits erwahnt, als zu 20 % mit
POE-II kontaminiert. Oie Konzentrations-Wirkungs-Kurven zei-
gen, da~ keine der Verbindungen eine besondere Selektivitat
fur die POE-III eines bestimmten Gewebes aufweist - ein
Ergebnis, das auch mit den anderen gepruften Verbindungen
erzielt wurde (Tab. 3.13).
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Abb. 3.10: Trennung der Isofor.men von Phosphodiesterase (PDE)
aus Rattenherz durch Anionenaustauscherchro-
matographie an Diethy1aminoethy1 (DEAE)-Zellulose.
Das Homogenat aus 11,4 g Herzgewebe wurde ultrabe-
schallt, bei 30.000 x g fur 20 min zentrifugiert und
der Uberstand auf eine DEAE-Ze11ulosesaule
(30 x 2,6 em, DEAE-Sephace1, Phar.macia), welche au-
vor mit 50 mmol/l Natriumacetat, pH 6,5, aqui1i-
briert worden war, aufgetragen.
Die Saule wurde mit 2-3 Saulenvo1umina Natriumace-
tatpuffer, welcher 5 mmol/1 2-Mercaptoethano1, 30 %
Ethylenglycol und 5 mmol/l Glukose enthle1t, gewa-
schen. Die Phosphodiesterasen wurden mit einem 1i-
nearen Natriumacetatgradienten im Konzentrationsbe-
reich von 50 bis 1000 mmol/l, gelost in oben aufge-
fuhrten Puffer, mit einem Gesamtgradientenvo1umen
von 1400 ml e1uiert.
Die Saulenfraktionen (7,6 ml) wurden ohne wei tere
Aufarbeitung zur Proteinbestimmung (Absorption bei
280 nm, .. j und der Enzymaktivitiitsbestimmung mit
1,0 Iimol/1 H-marklertem zyklischem AMP ( 0 ) bew,
1,0 limol/l 3H- mar k l er t em zyklischem GNP ( A ) als
Substrat elngesetzt.
Somit konnte weder ein selektiver Inhibitor der Thrombozyten-
PDE-III gefunden werden, der als antithrombotisch wirksarne
Substanz hatte Verwendung finden konnen, noch ein selektiver
Inhibtor der Herz-PDE-III, der positiv inotrop wirksam und
damit die Herzkraft steigern konnte. Tierexperirnentell konnte
belegt werden, da~ die geprilften Substanzen sowohl positiv
inotrop, antiaggregatorisch als auch gefa~dilatatorisch
wirksarn waren.
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Abb. 3.11: Trennung der Isoformen von Phosphodiesterase (PDE)
aus Schweinethrombozyten durch Anionenaustau-
scherchromatographie an Diethylaminoethyl (DEAE)-
Zellulose.
Schweinethrombozyten wurden aus 1,8 1 Blut unter Zu-
satz von 200 ml 0,95 %iger NaCl-Losung, welche 3,8 %
Natriumcitrat und Liquemin (50,000 U/l) enhielt,
durch Sedimentation der Erythrozyten in 6 % Dextran
T-500/0,95 % NaCl und Zentrifugation (500 x g,
10 min) gewonnen. Der Uberstand wurde erneut zen-
trifugiert (1000 x g, 10 min), das Sediment zweimal
mit 10 mmol/l Tris/HCl Puffer (pH 7,5), welcher
2 mmol/l MgCl und 1 mmol/l 2-Mercaptoethanol ent-
hielt, gewasc~en, mittels eines Potter-Elvehjem-
Homogenisator und Ultrabeschallung homogenisiert und
bei 30.000 x g fur 20 min zentrifugiert. Nach Zusatz
von 5 mmol/l Glukose, 30 % Ethylenglycol und
5 mmol/l 2-Mercaptoethanol, wurde die Losung auf
eine DEAE-Zellulosesaule (30 x 2,6 em, DEAE-Sepha-
eel, Pharmacia), welche zuvor mit 50 mmol/l Natri-
umacetat, pH 6,5, aquilibriert worden war, aufge-
tragen.
Die Saule wurde mit 2-3 Saulenvolumina Natriumace-
tatpuffer, welcher 5 mmol/l 2-Mercaptoethanol, 30 %
Ethylenglycol und 5 mmol/l Glukose enthielt, gewa-
schen. Die Phosphodiesterasen wurden mit einem li-
nearen Natriumacetatgradienten im Konzentrationsbe-
reich von 50 bis 1000 mmol/l, gelost in oben aufge-
fuhrten Puffer, mit einem Gesamtgradientenvolumen
von 1400 ml eluiert.
Die Saulenfraktionen (7,6 ml) wurden ohne weitere
Aufarbeitung zur Proteinbestimmung (Absorption bei
280 nm, tt) und der Enzymaktivitlitsbestimmung mit
1,0 I!mol/ 1 3H-mar k i er t em zyklischem AMP ( 0 ) bzw.
1,0 I!mol/ 1 3H- mar k i er t em zyklischem GMP ( A ) als
Substrat eingesetzt.
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Eine klare Korrelation der in vitro erzielten Ergebnisse zu
den In-vivo- und Ex-vivo-Befunden konnte wohl qualitativ,
nicht jedoch quantitativ erzielt werden. Dafijr konnten einer-
seits die pharmakokinetischen Eigenschaften der Substanzen,
andererseits aber auch die Verwendungunterschiedlicher Tier-
spezies (in vivo: Ratte, Hund; in vitro: Kaninchen, Schwein)
verantwortlich sein. Dennoch konnten die von uns durchge-
fijhrten Untersuchungen zeigen, da~ man mit dem Testsystem
"Hemmung der PDE-III" - zumeist unter Verwendung von Material
vom Schlachthof - Substanzen auffinden kann, die die drei
oben beschriebene Wirkqualitaten aufweisen.
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Abb. 3.12: Inhibition der Phosphodiesterase III aus Kanin-
chenherz in Abhangigkeit von der Konzentration vier
verschiedener Nattermann-Substanzen.
Die Praparation der Phosphodiesterase III aus Kanin-
chenherz erfolgte, wie im Kapitel "Material und
Methoden" beechxi eben ,
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Abb. 3.13: Inhibition der Phosphodiesterase III aus Schweine-
thrombozyten in Abh.angigkeit von der Konzentration
vier verschiedener Nattermann-Substanzen.
Die Praparation der Phosphodiesterase III aus
Schweinethrombozyten erfo1gte, wie im Kapitel
"Material und Methoden" beschrieben.
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Abb. 3.14: Inhibition der Phosphodiesterase III aus Schweine-
aorten in Abhangigkeit von des: Konzentration vier
verschiedener Nattermann-Substanzen.
Die Praparation der Phosphodiesterase III BUS
Schweineaorten erfolgte, wie im Kapitel "Material
und "Methoden" beschrieben.
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Tab. 3.13: Inhibitorische Potenz (ICSO-Werte ) einiger
Referenz- bzw. Testsubstanzen auf die PDEs aus
verschiedenen Geweben.
Substanz Schweine- Schweine- Kaninchenherz
aorten thrombozyten
[mol/l] [mol/l] [mol/l]
CI-930 5,1 x 10-6 1,7 x 10- 7 2,1 x 10- 7
Milrinon 1,6 x 10- 6 9,1 x 10-7 2,3 x 10- 6
BM 14478 1,0 x 10- 6 5,0 x 10- 7 9,7 x 10- 7
Pimobendan 8,2 x 10- 7 5,2 x 10- 7 7,1 x 10- 7
Y-590 2,0 x 10-8 9,0 x 10-9 1,5 x 10-8
Motapizon 2,8 x 10-8 2,0 x 10-8 2,7 x 10-8
NAT 05-362 7,0 x 10-7 1,6 x 10-7 2,6 x 10- 7
NAT 05-387 4,7 x 10-8 1,4 x 10-8 3,2 x 10-8
NAT 05-351 4,1 x 10- 7 4,7 x 10- 7 1,1 x 10-6
NAT 05-348 1,7 x 10-6 7,3 x 10-7 8,5 x 10- 7
NAT 03-434 3,1 x 10- 7 1,6 x 10- 7 1,0 x 10- 6
NAT 05-317 5,7 x 10- 6 4,4 x 10-6 5,2 x 10-6
NAT 05-433 3,2 x 10-8 7,7 x 10-9 1,8 x 10-8
NAT 05-438 3,9 x 10- 7 1,4 x 10-7 2,3 x 10-7
NAT 05-344 2,2 x 10- 6 1,4 x 10-6 1,6 x 10- 6
NAT 05-429 1,6 x 10-5 6,7 x 10-6 1,2 x 10-5
NAT 05-430 4,1 x 10-5 2,5 x 10-5 4,1 x 10-5
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4. IN-VITRO-TESTVERFAHREN ZOO AUFFINDUNG VON ANTIATHEROSKLE-
ROTISCH WIRKENDEN SUBSTANZEN
4. 1 Einfiihrung
4.1.1 Plasma-Cholesterin und Risiko fUr Herz-Kreislauf-
Erkrankungen
Kardiovaskulare Erkrankungen stellen die Haupttodesursache in
den Vereinigten Staaten und Westeuropa dar. Verantwortlich
fUr die Mehrzahl dieser Todesfalle ist die Atherosklerose,
die Hauptursache von Herz- und Hirninfarkten (Report of the
Working group of Arteriosclerosis of the National Heart, Lung
and Blood Institute, 1981). Neben erh6htem Blutdruck, Rauchen
und Fettleibigkeit ist die Hypercholesterinamie der Hauptri-
sikofaktor fUr die koronare Herzkrankheit.
Bei der Atherosklerose gibt es zwei herausstechende Prozesse,
die Wanderung glatter Muskelzellen aus der Media in die
Intima und deren Proliferation und die Fettspeicherung in der
Arterienwand.
Es gibt keinen Zweifel Uber die Assoziation zwischen Hyper-
cholesterinamie und progredienter Atherosklerose (Assmann et
al., 1988). Aus verschiedenen epidemiologischen und klini-
schen Studien wurde die Korrelation zwischen der Konzentra-
tion an "low-density-lipoprotein-(LDL-) "Cholesterin und
atherosklerotischer Gefa~erkrankungdeutlich. In den Studien
"Lipid Research Clinics Coronary Primary Prevention Trial
(LRC-CPPT)" (Lipid Research Clinics Program, 1984) und "Hel-
sinki Heart Study" (Frick et al., 1987) konnte eine klare
Korrelation zwischen der Reduktion des Serumspiegels an Cho-
lesterin und der Reduktion des Risikos neuer oder wiederkeh-
render Manifestationen der koronaren Herzerkrankung demon-
striert werden. Dabei war die Risikoreduktion in der "Hel-
sinki Heart Study" sogar ausgepragter im Vergleich zur Chole-
sterinsenkung als in der LRC-CPPT. Die besseren Ergebnisse
der Helsinki-Studie, die mit Gemfibrozil als Lipidsenker
durchgefUhrt wurde, wurde dem zusatzlichen Anstieg des HDL-
Cholesterins zugesprochen, von dem man annimmt, da~ es kar-
dioprotektiv ist. Diese Interpretation wird unterstUtzt durch
die Ergebnisse verschiedener epidemiologischer Studien, in
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denen herausgefunden wurde, dap HDL-Cholesterin, das Verhalt-
nis von Gesamt- und HDL-Cholesterin oder ApoA-I (dem Haupt-
protein in den HDL-Partikeln) invers korreliert war mit dem
Risiko der koronaren Herzerkrankung (Yaari et al., 1981; Kan-
nel et al., 1979; Wilson et al. 1980; Gordon et al., 1980;
Arntzenius et al., 1985; Assmann, 1985; Nikkila et al., 1984;
Assmann et al., 1985; Kottke et al., 1983; Kottke, 1986).
Hohe HDL- oder HDL2-Cholesterin-Spiegel im Plasma konnten
daher eine metabolische Situation anzeigen, in der der Chole-
sterin-Transport in periphere Gewebe kompensiert wird durch
den "reverse cholesterol transport" zurlick zur Leber, der im
wesentlichen durch HDL-Partikel vermittelt sein dlirfte. So
sollten auch Pharmaka, die den "reverse cholesterol trans-
port" stimulieren, zu Anderungen der HDL- oder HDL2-Chole-
sterin-Konzentration im Plasma flihren.
4.1.2 Makrophagen und A1;herogenese (Review Kotitzke , 1986)
Die Analyse menschlicher atherosklerotischer Lasionen mit
Hilfe histochemischer Methoden (Adams and Bayliss, 1976;
Schaefer, 1981; Assmann, 1982), Elektronenmikroskopie (Stary,
1983) und Oberflachenmarkern (Vedeler et al., 1984; Agel
et al., 1984; Agel et al., 1985; Klurfeld, 1985; Jonasson
et al., 1986; Gown et al., 1986) haben die Beteiligung von
Makrophagen bei der menschlichen Atherosklerose deutlich
gemacht. Diese stellen die "Schaumzellen" dar, deren Zyto-
plasma voll von Fetttropfchen ist und die die Hauptmenge der
Zellen in kleinen Lasionen ("fatty streaks") und an den Ecken
der schon voll entwickelten Plagues darstellen.
Glatte Muskelzellen befinden sich in der diffusen Verdickung
der Intima, auf die die Fettstreifen aufgelagert sind (Agel
et al. 1985). Diese Zellen sind in steigender Zahl in grope-
ren Lasionen zu finden und stellen den Hauptzelltyp in der
fibrosen Kappe der fortgeschrittenen Plagues (Agel et al.,
1985; Klurfeld, 1985; Jonasson et al., 1986; Gown et al.,
1986) dar. Die Veranderung ihres Phenotyps zu einer sekreto-
rischen Zelle in Lasionen konnte durch ein Makrophagen-Pro-
dukt verursacht sein (Campbell, 1986). Das entscheidende
Ereignis bei der Fett-induzierten Atherosklerose konnte die
Umwandlung des Fett-akkumulierenden Makrophagen in eine akti-
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vierte Zelle sein mit reduzierter Apoprotein-E-Synthese, aber
Sekretion einer Anzahl von Faktoren, Wachstumsfaktoren einge-
schlossen (Abb. 4.1).
Es ist bis heute nicht vollstandig geklart, ob - in Erganzung
zur Fettakkumulation - Entzlindungsmediatoren wie Interferon,
Interleukin-2 oder peroxidierte Lipide an den beschriebenen
Veranderungen der Makrophagen-Funktion beteiligt sind.
AKKUMUUEAENDEA MAKIlOPHAGE AKTlVIEA'reA MAKROPHAGE
nbb, 4.1: Aktivierung von Makrophagen und Transformation von
einem akkumulierenden Zelltyp mit hoher ACAT- bzw.
Scavenger-Rezeptqr-AktivitMt und ApoE-Syntheserate
bzw. -Sekretion zu einer Zelle mit geringer Scaven-
ger-Rezeptor- und ACAT-Aktiviteit, reduzierter ApoE-
Sekretion, geringer Mannose-Fucose-Rezeptor-(MFR-)
Aktiviteit und hohen Sekretionsraten von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), ArachidonsMuremetaboliten
(AS-Metaboliten), Interleukin-l (IL-l) und Wachs-
tumsfaktoren.
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4.1.3 Regulation der Cholesterin-Abgabe ("cholesterol
efflux" )
Der Mechanismus der Cholesterin-Akkumulation in Makrophagen
ist intensiv in den letzten Jahren von der Arbeitsgruppe von
Schmitz (1988a) und anderen untersucht worden. Dabei konnte
gezeigt werden, da~ chemisch modifiziertes LDL, ~-VLDL, durch
Endothelzellen modifiziertes LDL und andere atherogene Lipo-
proteine von Makrophagen aufgenommen und in den Lysosomen ab-
gebaut werden. Das Cholesterin wird aus den Lysosomen frei-
gesetzt und entweder von den Zellen resezerniert (in Gegen-
wart physiologische Akzeptoren wie HDL3 ) oder wieder ver-
estert im Zytoplasma durch Katalyse der Acyl-CoA:Cholesterin-
Acyltransferase (ACAT), die Cholesterin mit einer Fettsaure -
hauptsachlich ~lsaure - verknupft (siehe Abb. 4.2). Die
Hydrolyse der Cholesterinester im Zytoplasma wird durch eine
neutrale Cholesterinester-Hydrolase (CEH) vermittelt, die
moglicherweise an der Oberflache der zytoplasmatischen Fett-
tropfen lokalisiert ist.
Abb. 4.2: Cholesterinmetabolismus in Makrophagen. Eine ACAT-
Inhibi tion fiihrt zu einem erhohten Angebot an freiem
Cholesterin, einer erhohten Phospholipidsynthese und
einer stimulierten HDL-Rezeptor-Aktivitat (Octimibat
= ACAT-Inhibitor der Fa. Nattermann).
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Das durch Katalyse der CEH entstehende freie Cholesterin wird
sofort wieder verestert, wenn es nicht durch physiologische
Akzeptoren wie z.B. HDL3 aufgenommen werden kann. Mit Hilfe
biochemischer und morphologischer Verfahren konnte gezeigt
werden, da~ ApoA-I-enthaltende HDL-Partikel an spezifische
Oberflachenrezeptoren von Makrophagen binden (Schmitz et al.,
1985). ApoA-I, das Hauptprotein der HDL-Partikel, stellt
dabei den Liganden fur diesen Rezeptor dar.
In-vitro-Untersuchungen belegen, da~ die Beladung von Makro-
phagen mit Cholesterin in einer Aufwartsregulation der HDL-
Rezeptor-Aktivitat innerhalb der ersten sechs Stunden fuhrt,
wobei dann die HDL-Bindung zuruckgeht, wahrend gleichzeitig
die ACAT deutlich aktiviert wird (Schmitz et al., 1988b). Der
Mechanismus der Aufnahme von Cholesterin durch HDL-Partikel
ist noch nicht im Detail geklart. So konnte auf der einen
Seite experimentell belegt werden, da~ HDL-Partikel nach
ihrer Bindung an den HDL-Rezeptor von der Zelle aufgenommen
werden, freies Cholesterin von den Cholesterin-reichen soge-
nannten "lamellar bodies", die Lipide der zytoplasmatischen
Fetttropfchen enthalten, aufnehmen und dann resezerniert wer-
den, auf der anderen Seite gibt es Hinweise, da~ allein die
Bindung von ApoA-I an den HDL-Rezeptor eine Translokation von
Cholesterin Richtung Zellmembran bewirkt, von wo das Chole-
sterin durch HDL-Partikel ohne Eintritt in die Zelle aufge-
nommen werden kann (Aviram et al., 1989). Moglicherweise
treffen beide Mechanismen fur unterschiedliche HDL-Spezies
zu. Die Abgabe des Cholesterins scheint an den Phospholipid-
Metabolismus geknupft zu sein. Wahrend der Beladung mit Cho-
lesterin ist die Phospholipid-Synthese nach einer anfangli-
chen Aufwartsregulation reduziert, wobei diese Reduktion
vollstandig in Gegenwart von ApoA-I-haltigen HDL3-Partikeln
aufgehoben werden kann (Schmitz et al., 1985).
AUs diesen und anderen Ergebnissen, die z.T. Gegenstand die-
ses Berichts sind, kann geschlossen werden, da~ der durch
HDL-Partikel vermittelte "cholesterol efflux" mit einer sti-
mulierten Phospholipid- und ApoE-Synthese verknupft ist
(s. Abb . 4. 2) .
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4.1.4 En1;wicklung von Modellen zur En1;deckung und Verifizie-
rung neuer tziterapeutii.eobes: Prinzipien
Das gegenwartige Ziel der Pharmakotherapie der Hyperlipidamie
ist die Reduktion des Gesamtcholesterins im Serum und des
LDL-Cholesterins. Eine Reduktion des Cholesterin-Transports
in periphere Gewebe wie z.B. die Arterienwande konnte -
wenigstens teilweise - physiologische Mechanismen aktivieren,
die ftir den "reverse cholesterol transport" verantwortlich
sind. Die Frage bleibt jedoch bestehen, ob diese Art von The-
rapie zu einer signifikanten Mobilisierung einmal gespeicher-
ten Cholesterins und damit zu einer Regression ftihren kann.
Eine weitgehende Unkenntnis tiber die Mechanismen der Chole-
sterin-Speicherung und der Cholesterin-Abgabe aus peripheren
Geweben hat dazu geftihrt, da~ trotz Bemtihungen um eine Thera-
pie der Atherosklerose und insbesondere der durch Hyperli-
pidamie induzierten atherosklerotischen Veranderungen in den
letzten zwanzig Jahren wenig Fortschritte erzielt worden
sind, wenn man einmal von der Entwicklung des Cholesterin-
Biosynthese-Hemmers Mevinolin (MevinacorR) absieht, der in
der Bundesrepublik ktirzlich eingeftihrt wurde. So war man in
der Vergangenheit im wesentlichen bestrebt, wirksamere und
mit weniger Nebenwirkungen behaftete Fibrate und analoge
Strukturen zu synthetisieren, auch ohne da~ der exakte Wirk-
mechanismus von Clofibrat und anderer Fibrate bekannt war.
Als Me~parameter wurde zumeist das gesamte Plasma-Cholesterin
und spater auch das LDL-Cholesterin benutzt, zur Prtifung wur-
den Standard-Tiermodelle herangezogen.
Fortschritte auf dem Gebiet der Pravention und der Therapie
der Atherosklerose lassen sich jedoch nur erzielen, wenn
unter Einbeziehung neuester wissenschaftlicher Erkenntnisse
tiber den Stoffwechsel der Gefa~wandzellen, tiber Interaktionen
zwischen Endothel- und glatten Muskelzellen, tiber die Rolle
der Makrophagen und der extrazellularen Matrix neue therapeu-
tische Ansatze erarbeitet, Arbeitshypothesen erstellt und
adaquate In-vitro- und In-vivo-Testmodelle entwickelt werden.
So basieren zahlreiche der im folgenden beschriebenen Modelle
auf der Idee, tiber eine Stimulierung des "cholesterol efflux"
eine Reduktion der Speicherung von Cholesterin in der Gefa~-
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wand, eine Mobilisierung der Cholesterinester und moglieher-
weise eine Regression atherosklerotiseher Plaques (Abb. 4.3)
zu erreiehen. Im Mittelpunkt steht dabei die Hemmung des ver-
esternden Enzyms ACAT als neues therapeutisehes Prinzip
(Abb. 4.2). So konnte wahrend der Laufzeit des Projektes mit
"Oetimibat" ein ACAT-Inhibitor in zahlreiehen In-vitro-Model-
len eharakterisiert, in vivo auf Wirksamkeit UberprUft und
sehlie~lieh in die Klinik zweeks PrUfung am Mensehen gebraeht
werden.
'fIEVERSECHOLESTEROL TRANSPOR,. •
WFlll98S
Abb. 4.3: Die Rolle von HDL (und wahrscheinlich auch von LDL)
beim Cholesterin-Rucktransport.
Daneben finden sieh Modelle zur Auffindung von Verbindungen,
die die Cholesterin-Biosynthese hemmen bzw. den LDL-Rezeptor
aufwarts regulieren (wie Mevinolin) und von Probueol-ahnli-
chen Substanzen.
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Bei Probucol handelt es sich urn eine Substanz, die als Lipid-
senker entwickelt und vermarktet worden ist, aber zusatzlich
u.a. antioxidative Eigenschaften aufweist, und wegen der
Wirksamkeit im Modell des "Watanabe-Kaninchens" die Hypothese
erhartete, dap an der Atherogenese oxidierte Lipide beteiligt
sein konnten. Daneben aber gibt es Hinweise, dap Probucol
auch den "reverse cholesterol transport" und den "cholesterol
efflux" aus Makrophagen stimuliert, so dap nicht klar ent-
schieden werden kann, welcher Mechanismus hauptsachlich fUr
die antiatherosklerotische Wirksamkeit von Probucol verant-
wortlich ist. Zur Auffindung von Substanzen, die wie Probucol
antioxidative Eigenschaften besitzen, wurden ebenfalls Scree-
ning-Modelle entwickelt.
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4.2 Einbau von 14C-A ce'ta't in Choles'terin und Fe't'tsauren
von kul'tivier'ten Hau'tfibroblas'ten
4. 2. 1 Prinzip des Tes'tverfahrens und Aussagemoglichkei't
In Gegenwart von 14C-Acetat synthetisieren kultivierte Fibro-
blasten radioaktiv markiertes Cholesterin und radioaktiv mar-
kierte Fettsauren, die nach Extraktion und dfinnschichtchroma-
tographischer Trennung quantifiziert werden konnen (Methode
nach Brown et al., 1981). Die Ergebnisse werden ausgedrfickt
in Pico- oder Nanomol Precursor, die von 1 mg Zellprotein in
das jeweilige 14C-markierte Reaktionsprodukt inkorporiert
werden. In Gegenwart von Cholesterinbiosynthese-hemmenden
Substanzen wird vermindert 14C-Cholesterin synthetisiert.
Eine Aussage fiber den Angriffspunkt dieser Substanzen in die
Cholesterinbiosynthese ist nicht moglich. Substanzen, die in
diesem Testmodell wirksam sind, mfissen zur Bestimmung des
Angriffspunktes weiteren Untersuchungen unterzogen werden
(z.B. Hemmung der HMG-CoA-Reduktase, 4.3).
Ein erhohtes Plasma-Cholesterin als wesentlicher Faktor bei
der Genese der Atherosklerose kann durch Applikation von Cho-
lesterinbiosynthese-Hemmern gesenkt werden.
4. 2. 2 Ma'terial und Methoden
4.2.2.1 Ma'terial
4.2.2.1.1 Zellen
Es werden embryonale, menschliche Hautfibroblasten (Detroit
551) der American Type Culture Collection (ATCC Nr. CCL 110)
verwendet. Die Zellen werden in 1 ml-Ampullen (1,1 x 106 Zel-
len) geliefert und befinden sich in der 11. Passage.
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4.2.2.1.2 Kultur.medium und Puffer
a) Kulturmedium
FUr das Kulturmedium werden folgende Medien, Medienaddi-
tiva und Antibiotika benotigt:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim, Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03 , Merck, Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fotales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. nicht-essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach konzen-
triert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM-Pulverkonzentrat (fUr 5 1 Medium)
+ 18,5 g NaHC03
+ 1,0 g Streptomycinsulfat
+ 0,3 g Penicillin G (500.000 IU)
mit bidest. Wasser auf 5 1 auffUllen und nach 15-30minUti-
gem RUhren sterilfiltrieren (Filter 0,2 ~m, Schleicher &
SchUll, Nr. 401352).
Die NEAA werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Das FKS wird zur Inaktivierung von Proteasen 2 Stunden bei
56 DC hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 %ig (v/v) dem
FlUssigmedium zugesetzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
schlie~lich NaHC03 , NEAA und Antibiotika bezeichnet. Alle
anderen Zusatze (FKS, "lipoprotein deficient serum" (LDS),
BSA) werden gesondert aufgefUhrt.
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4.2.2.1.3 PBS-Puffer
ZUlU Waschen der Zellen wird "phosphate buffered saline" (PBS)
verwendet:
8,0 9 NaCl (Merck, Nr. 6404)
0,2 9 KCl (Merck, Nr. 4936)
1,15 9 NazHP04 (Sigma, Nr. S0876)
0,2 9 KHzP04 (Merck, Nr. 4873)
werden mit bidest. Wasser auf 1 1 aufgeftillt; der pH-Wert
der Losung ist 7,0.
4.2.2.1.4 Reagenzien
a) Trypsinlosung
100 ml 0.25 % Trypsinlosung (Flow Nr. 1689454)
+ 7 ml 1 % EDTA in PBS
b) 14C-Acetatlosung
1. 1 mCi Na-1-14C-Acetat (Amersham Buchler
Code: CFA 13; 56 mCi/mmol)
+ 1 ml steriler PBS
2. 130 mg Na-Acetat
+ 10 ml steriler PBS
3. 90,63 ml DMEM
+ 9,00 ml LDS (50 mg/ml)
+ 0,27 ml Losung 1 (0,4 mg)
+ 0,10 ml Losung 2 (1,3 mg)
100 ml (0,2 mmol Acetat; in 100 ml sind 20,7 ~mol enthal-
ten)
- Radioaktivitat messen (in 2 ml sind 0,4 ~mol enthalten)
- spez. Aktivitat berechnen: dpm/nmol Acetat
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c) 3H-Cholesterin-Losung
1,2 (n)_3H-Cholesterin (Amersham Buchler Code: TRK 330)
(0,5 mCi/ml Benzol)
- 125,0 ~l mit abs. Ethanol auf 25 ml auffUllen
3 x 100 ~l Rgdioaktivitatsmessung
ca. 0,5 x 10 6 dpm/100 ~l
- Losung vor dem Versuch dUnnschichtchromatographisch
(Petrolether/Diethylether/Eisessig 70/30/1) auf Rein-
heit UberprUfen
4.2.2.2 Met;hoden
4.2.2.2.1 T~sinieren der Hellen
1. Medium absaugen
2. + 2 ml Trypsinlosung
3. ca. 5 min, 37 °C~ unter dem Mikroskop den Ablosevor-
gang verfolgen
4. Trypsinierte Zellen in ein Zentrifugenrohrchen pipet-
tieren, in dem 2 ml DMEM/10 % FKS vorgelegt wurden
5. Zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min (Labofuge 6000,
Heraeus)
6. Oberstand absaugen, Pellet in 5 ml Medium suspendieren
7. zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min
8. Oberstand absaugen, Pellet in 5 ml Medium suspendie-
ren, auf neue Petrischalen verteilen
4.2.2.2.2 Einfrieren der Hellen
1.- 7. wie Trypsinieren
8. Pellet suspendieren in 1 ml DMEM/IO % FKS/10 % DMSO,
in Ampulle (NUNC, Best.-Nr. 363401) pipettieren
9. Mit Einfrierstopfen auf Position "G" 2 h im Stickstoff-
behalter belassen, danach aIle 15 min eine Position
tiefer setzen
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4.2.2.2.3 Proteinbes~immungnach Lo~
Losungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2 % Na2C03
0,1 mol/l NaOH
1 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CuS04 x 5 H20
einzeln losen, dann zusammengeben
50 Teile Reagenz A
+ 1 Teil Reagenz B
Folin-Phenolreagenz von Merck.
2,5 % (w/w) Triton-X-100 in Aqua dest.
Prtlflosung:
100 111 Probe
mit 2 .ml Reagenz C gut mischen und 10 min stehen
lassen,
100 111 Folin-Reagenz (Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen.
100 111 Triton-X-I00 (2,5 % in aqua dest.) zugeben.
Messen gegen Reagenz + Folin + Triton als Leerwert
Wellenlange: 660 nm
Eichlosung:
0,1 % BSA-Lsg.
10 - 50 111= 10 - 50 I1g BSA/Ansatz
4.2.2.2.4 Auf~auen und Kul~ivierung der Zellen
1. Ampulle aus Stickstoffbehalter entnehmen
2. 5 min, 37°C, Wasserbad
3. Inhalt in Zentrifugenrohrchen tlberftlhren, mit 5 ml
DMEM/I0 % FKS verdtlnnen
4. Zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min
5. tlberstand absaugen, + 5 ml DMEM/10 % FKS; Zellen vor-
sichtig mit Pasteurpipette suspendieren
6. Zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min
7. tlberstand absaugen, Pellet mit 1 ml DMEM/10 % FKS ver-
setzen, Zeillen suspendieren, auf grof3e Petrischalen
(¢ 10 em; Nunc Nr. 150 350) mit 15 m1 DMEM/10 % FKS
geben
8. Medium nach 24 h wechseln
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9. Brutschrank bei 5 % COZ' 37°C
10. Konfluente Monolayer 1 : 20 auf Petrischalen splitten
(~ 60 rom); Zelldichte: ca. 1 x 105 Zellen/dish + 3 ml
DMEM/I0 % FKS
11. Nach 3 Tagen Medium (DMEM/FKS) wechseln
12. Nach 3 Tagen Medium absaugen, mit 4 ml PBS waschen,
+ 2 ml DMEM/I0 % LDS (Proteinkonzentration im Medium:
5 mg/ml) 24 h
Medium absaugen
4.2.2.2.5 Herstellung von Lipoprotein-freiem Serum (LDS)
1. Humanplasma der Blutbank
Bestiromung von:
- Gesamtcholesterin
Triglyceride
2. + 100 ~g/ml Streptomycinsulfat
+ 100 U/ml Penicillin G
3. Mit KBr auf 6 = 1,25 g/ml einstellen
4. 1. Zentrifugation:
24 h, 15°C, 65.000 Upm, 70 Ti, Rohrchen 2,5 cm vom obe-
ren Rand abschneiden
Unterphase erneut auf 6 = 1,25 g/ml einstellen
1/3 vol mit 2/3 KBr-Lsg. (6 = 1,25 g/ml, Streptomycin,
Penicillin wie 2.) verdUnnen
5. 2. Zentrifugation
48 h, 15°C, 40.000 Upm, 70 Ti, aufarbeiten wie 4.
6. Dialyse gegen:
90,0 g 0,9 % NaCl
12,1 g 0,01 mol/l Tris
1,5 g Penicillin G
1,0 g Streptomycinsulfat
ad 10 1 HzO dest. pH 7,4
7. Dialyse 3 x wechseln
8. Evtl. Niederschlag abfiltrieren
9. Agaroseelektrophorese auf Fertigplatte, Lipid- und Pro-
teinfarbung (0,05 mol/l Barbitalpuffer, pH 8,6;
Fa. Corning)
10. Sterilfiltration (Filter: 0,45 ~m, Schleicher & SchUll,
Nr. 462100) in 30 ml-Portionen abfUllen und einfrieren
11. Proteinbestiromung nach Lowry
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4.2.2.2.6 DurchfUhrung der Untersuchung
a) Aufarbeitung zur Bestimmung des Einbaus von 14C-Acetat in
Cholesterin
1. Jeder Petrischale 100 ~l 3H- Chol e s t e r i n zusetzen
2. Medium in 30 ml-Sovirellglas pipettieren
3. Zellmonolayer 2 x mit 2,0 ml PBS waschen, PBS zum
Medium geben
4. Zellmonolayer
+ 2,0 ml 0,1 mol/l NaOH; Zellrasen lost sich auf
?
5. 2 x 100 ~l zur proteinbestimmung nach Bradford
einsetzen (Bio Rad Nr. 5000001). Jede Probe vorher mit
100 ~l 0,1 mol/l HCl neutralisieren
6. 1,6 ml Zellhydrolysat von 4.
+ 4,8 ml Medium/PBS von 3
+ 6,0 ml Ethanol
+ 1,0 ml 50 % KOH/H20
in verschraubbares Sovirellglas pipettieren
7. Inkubation 1 h bei 75 °C
8. 3 x mit je 2 ml Petrolether extrahieren
9. Petroletherphase zusammenfassen, evtl. vorhandene H20-
Phase (untere Phase) abnehmen, PE abblasen,mit
ca. 800 ~l in Eppendorfgefa~ Uberflihren, abblasen
+ 200 ~l PE = basischer Extrakt
10. Gesamtextrakt auf DC
Laufmittel: Petrolether/Diethylether/Eisessig
70:30:1 (vlv)
eine Bahn scannen, Cholesterinbande in der Jodkammer
markieren, Cholesterinbande auskratzen
11. Kieselgel der entsprechenden Cholesterinbanden
+ 1 ml CH30H/H20 (1:1; vlv) 1 h bei RT stehenlassen
+ 10 ml Szintillator (Instagel II, Packard)
Radioaktivitatsmessung
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b) Aufarbeitung zur Bestimmung des Einbaus von 14C-Acetat in
Fettsauren
1. Jeder Petrischale 100 ~l 3H-Fettsaure-Losung zusetzen
2. Medium in 30 ml-Sovirellglas pipettieren
3. Zellmonolayer 2 x mit 2,0 ml PBS waschen, PBS zum
Medium geben
4. Zellmonolayer
+ 2,0 ml 0,1 mol/l NaOH; Zellrasen lost sich auf
5. 2 x 100 ~l zur Proteinbestimmung nach Bradford ein-
setzen (Bio Rad Nr. 5000001). Jede Probe vorher mit
100 ~l 0,1 mol/l HCl neutralisieren
6. 1,6 ml Zellhydrolysat von 4.
+ 4,8 ml Medium/PBS von 3.
+ 6,0 ml Ethanol
+ 1,0 ml 50 % KOH/HzO
in verschraubbares Sovirellglas pipettieren
7. Inkubation 1 h bei 75°C
8. Wasserphase mit 1,5 ml HCI konz. ansauern, + Spatel-
spitze NaCI, 3 x mit 2 ml Petrolether extrahieren,
Wasserphase verwerfen
9. Petroletherphase zusammenfassen, evtl. vorhandene HzO-
Phase abnehmen,
10. Petrolether abblasen, mit ca. 800 ~l in Eppendorfgefa~
fiberffihren, abblasen + 200 ~l PE = saurer Extrakt
11. 100 ~l von 13. zur Radioaktivitatsmessung
12. DC von Stichproben
Laufmittel: Petrolether/Diethylether/Eisessig
70:30:1 (vlv) scannen
13. Kieselgel der ausgekratzten Banden:
+ 1 ml CH30H/HzO (1:1; vlv), 1 h bei RT stehenlassen
+ 10 ml Instagel II (Packard)
Der Einbau von 14C-Acetat in Cholesterin und in Fettsauren
kann im selben Experiment bestimmt werden. Nach Verseifung
und Extraktion mit Petrolether wird die verbleibende wassrige
Unterphase angesauert und die Fettsaure, wie ab Punkt 8.
beschrieben, extrahiert und quantifiziert.
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4.2.3 Ergebnisse und Diskussion
Eine reprasentative Auswahl von Ergebnissen ist in Tab. 4.1
niedergelegt. Diese Daten zeigen, da~ nicht nur der Einbau
von 14C-Acetat in Cholesterin, sondern auch die Inkorporation
der Radioaktivitat in Fettsauren bzw. Triglyceride und die
Veranderung des Zellproteins - dieser Parameter korreliert
zumeist mit der Zahl intakter Zellen - ftir die Interpretation
der erzielten Ergebnisse herangezogen werden mtissen, um echte
Inhibitoren eines enzymatisch katalysierten Schrittes der
Cholesterinbiosynthese von den Substanzen differenzieren zu
konnen, die tiber Eingriffe in wesentliche Zellstoffwechsel-
reaktionen auch die Cholesterinsynthese beeinflussen.
Im Rahmen des Substanzscreenings wurde von uns eine wenig-
stens 50 %ige Inhibition des Einbaus der Radioaktivitat in
Cholesterin als Kriterium ftir eine weitere Prtifung der jewei-
ligen Substanz festgelegt. Aus der Tab. 4.1 wird deutlich,
da~ zahlreiche der dort aufgeftihrten Substanzen dieses Krite-
rium erftillen. Einige von Ihnen, so NAT 06-309, NAT 06-286,
NAT 52-059 und besonders NAT 06-271, lassen eine deutliche
Reduktion der Proteinsynthese und damit Zelltoxizitat erken-
nen. Teilweise ist die Reduktion der Proteinsynthese gekop-
pelt an eine stimulierte Fettsauresynthese, teilweise ist die
Inkorporation der Radioaktivitat in Fettsauren auch ohne nen-
nenswerten Einflu~ auf das Zellprotein bzw. die Cholesterin-
synthese stimuliert, so z.B. bei NAT 06-288.
Wahrend es aus rein theoretische Erwagungen plausibel
erscheint, da~ bei Hemmung der Cholesterinbiosynthese ein
gro~erer Anteil des angebotenen 14C-Acetats in Fettsauren,
Triglyceride oder Phospholipide eingebaut wird als bei einem
Kontrollexperiment ohne Zusatz eines Inhibitors - Compactin
ftihrt bei mehr als 90 %iger Hemmung der Cholesterinbiosyn-
these zu einer etwa 40 %igen Erhohung der in Fettsauren ein-
gebauten Radioaktivitatsmenge -, konnte eine 100 - 500 %ige
Steigerung der Fettsaure-Radioaktivitat mit einer Hemmung der
mitochondrialen Prozesse des Citratzyklus bzw. der Atmungs-
kettenphosphorylierung erklart werden, so da~ aus dem sich in
den Mitochondrien anstauenden 14C-Acetat durch den Prozess
der mitochondrialen Kettenverlangerung - als Umkehr der ~­
Oxidation - 14C-Fettsauren synthetisiert werden; dieser Weg
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Tab. 4.1: Der Einflu~ von Compactin als Referenzsubstanz und
von Substanzen, welche in unseren Laboratorien syn-
thetisiert wurden, auf den lillularen Proteingehalt,
die Inkorporationsrate von c-Aoetiet: in Cholesterin
und Fettsauren in in vitro kultivierten Hautfibrobla-
etien , Alle Experimente wurden nech Brown et e l ,
( 1978) durchgefiihrt. Humane Fibroblasten wurden als
Monolayer kultiviert und zwischen der 5. und 20. Pas-
sage experimentell eingesetzt. Am Tag 7 wurde das
Kultur.medium gegen 2 ml DMEM, welches 9 % humanes
lipoproteinfreies Serum (LDS), 4 ~mol/l 14C-Acetat
und die aufgefiihrten Konzentrationen der Substanzen
(vorgelost in 10 ~l Ethanol) enthielt, gewechselt .
Nach einer 24stiindigen Inkubation bei 37 DC wurden
die Zellen fiir die Bestimmung von Zellprotein, 14C_
Cholesterin und 14C-Fettsauren aufgearbeitet, wobei
3H-Cholesterin und 3H-~lsaure als interne Standards
zur Ausbeutebestimmung der Extraktionsschritte einge-
setzt wurden.
Die Ergebnisse sind tabellarisch dargestellt als pro-
zentuale Anderung des jeweiligen Me~parameters im
Vergleich zur Kontrolle. Es wurden Fiinffach-Bestim-
mungen durchgefiihrt.
Substanz Konz. % Anderung
Protein Cholesterin Fett-
[mol/I) sliuren
Compactin 3x10- 6 7,1 - 92,8 + 41,2
(Referenz- 3x10- 6 7,3 - 91,8 + 53,2
Subetenz)
NAT 01-422 10-4 5,4 - 75,7 + 49,2
NAT 06-200 10-4 - 27,2 - 83,8 + 286,7
NAT 06-271 10-4 - 91,6 + 20,7 18,8
NAT 80-003 10-4 - 28,3 - 27,3 + 140,4
NAT 80-009 10-4 1,3 - 75,9 26,2
NAT 52-059 10-4 - 64,4 - 89,2 + 132,8
NAT 06-267 10- 6 + 14,8 - 78,6 + 28,4
NAT 06-274 10-4 + 14,8 - 42,8 + 52,2
NAT 06-282 10-4 - 29,9 - 26,8 + 155,0
NAT 06-282 10-4 - 18,4 - 54,8 + 281,0
NAT 06-285 10-4 + 1,6 - 84,1 + 23,4
NAT 06-286 10-4 - 43,9 - 84,1 + 364,6
NAT 05-287 10-6 + 1,6 - 52,3 6,5
NAT 06-288 10- 6 - 14,8 ± 0 + 492,0
NAT 06-290 10-4 - 12,0 - 19,0 + 0,9
NAT 06-309 10-4 - 64,3 - 88,6 86,0
NAT 06-315 10-4 4,0 - 21,1 + 110,3
NAT 06-319 10-4 9,3 - 19,3 + 55,0
NAT 03-373 10-4 - 14,8 - 86,4 + 229,0
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wird z.B. in Hypoxie von glatten Muskelzellen des Arterienge-
webes verstarkt beschritten. Die Klarung der Frage, ob in
Gegenwart einiger der geprliften Substanzen liber den Weg der
mitochondrialen Kettenverlangerung Fettsauren synthetisiert
werden, setzt weitere Untersuchungen und eine genaue Analyse
der gebildeten 14C-markierten Fettsauren voraus. Verfolgens-
wert sind jedoch in ersten Linie Substanzen, deren Effekt im
wesentlichen auf die Hemmung der Cholesterinbiosynthese
beschrankt bleibt.
Das In-vitro-Modell "Einbau von 14C-Acetat in Cholesterin und
Fettsauren kultivierter Hautfibroblasten" ist als Alternative
zu dem In-vivo-Modell "Hemmung der Cholesterinbiosynthese
in vivo" entwickelt worden, bei dem nach i.v.-Injektion von
14C-Acetat in Ratten die in das Plasma-Cholesterin inkorpo-
rierte Radioaktivitat gemessen wird.
Mit Ausnahme der Referenzsubstanzen Compactin und Mevinolin,
die sowohl in vitro als auch in vivo wirksam waren, erwiesen
sich einige in vivo als wirksam gefundenen Substanzen im
In-vitro-Test als unwirksam. Diese fehlende Korrelation
konnte in der Metabolisierung dieser Substanzen in vivo zu
den eigentlichen Wirkstrukturen begrlindet sein. Nahere Unter-
suchungen zeigten jedoch auch, da~ durch diese Substanzen
u.a. die Inkorporation von 3H- Thymi di n in die DNA einer per-
manenten Turnorzellinie inhibiert wird, so da~ die in vivo
festgestellte Reduktion der Radioaktivitat des Plasma-Chole-
sterins nicht in einer selektiven Hemmung der Cholesterinbio-
synthese begrlindet sein dlirfte.
Wahrend der Laufzeit des Projektes wurde aus strategischen
Grlinden dieses Modell nicht mehr flir das generelle Screening
von Substanzen herangezogen, sondern nur noch flir Substanzen
eingesetzt, die eine gute Wirkung in den Testmodellen zur
ACAT-Inhibition gezeigt hatten, urn die Selektivitat dieser
ACAT-Inhibitoren zu bestimmen und urn Substanzen zu finden,
die neben dem Einflu~ auf die ACAT auch die Cholesterinbio-
synthese inhibierten. Einige reprasentative Ergebnisse sind
in Tab. 4.2 zusammengefa~t.
Bei einigen Substanzen konnte eine Tendenz zur Zunahme des
Zellproteins festgestellt werden. Geht diese im Vergleich zur
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Kontrolle einher mit einer Abnahme der prozentualen Fettsau-
resyntheserate, kann nicht geschlossen werden, da~ die Sub-
stanzen einen direkten inhibitorischen Effekt auf die Fett-
sauresynthese aufweisen, da letztere immer auf die Zell-
proteinmenge bezogen wird. Umgekehrt bedeutet eine Zunahme
der prozentualen Fettsauresyntheserate bei reduzierter Pro-
teinmenge und gehemmter Cholesterinbiosynthese nicht zwangs-
laufig einen "shift" zugunsten der Fettsauresynthese.
Die drastische Abnahme der Inkorporation von 14C-Acetat in
Cholesterin bei nur geringer Beeinflussung des Zellproteins
und der Fettsauresyntheserate in Anwesenheit von NAT 06-611
und NAT 04-550 la~t auf eine spezifische Hemmung der Chole-
sterinbiosynthese und eine gewisse Selektivitat beider Sub-
stanzen schlie~en. Pruft man jedoch den Einflu~ der beiden
zuletzt genannten Substanzen auf den Einbau von 3H- Me t hi oni n
in das Zellprotein der Hepatoma-Zellinie HepG2, die fur die
Bestimmung der Zytotoxizitat von Prufsubstanzen herangezogen
wird, so stellt man eine deutliche Beeinflussung der Protein-
biosynthese bei diesen Zellen fest. Moglicherweise lassen
sich solche Effekte bei Verwendung von Hautfibroblasten nicht
so klar nachweisen, da sich diese Zellen normalerweise unter
den gewahlten experimentellen Bedingungen nicht mehr voll-
standig in der logarithmischen Wachsturnsphase befinden. So
kann also ein zytotoxischer Einflu~ als Ursache fur die
Reduktion der Cholesterinbiosynthese nicht ausgeschlossen
werden.
Die angefuhrten Beispiele und die Diskussion belegen, da~
sich dieses Testmodell sehr wohl fur die Auffindung von Sub-
stanzen eignet, die die Cholesterinbiosynthese hemmen, da~
aber weitere Parameter und auch weitere Untersuchungen not-
wendig sind, urn eine Selektivitat dieses Effektes zu belegen
und damit die Chance der Entwicklung zu einem potentiellen
Pharmakon zu eroffnen.
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Tab. 4.2: Der Einflu~ der Referenzsubstanz Compactin und von
Substanzen, welche in unseren Laboratorien syntheti-
siert wurden, auf den zj~lularen Proteingehalt, die
Inkorporationsrate von C-Acetat in Cholesterin und
Fettsauren in in vitro kultivierten Hautfibroblasten.
Alle Experimente wurden nach Brown et e I , (1978)
durchgefilhrt. Humane Fibroblasten wurden als Mono-
layer kultiviert und zwischen der 5. und 20. Passage
experimentell eingesetzt. Am Tag 7 wurde das Kultur-
medium gewechselt gegen 2 ml DMEM, welches 9 % huma-
nes Lipoprotein-freies Serum (LDS), 4 ~mol/l 14C_Ace_
tat und die aufgefilhrten Konzentrationen des: Sub-
stanzen (vorgelost in 10 ~l Ethanol) enthielt. Nach
einer 24stilndigen Inkubation bei 37 DC wurden die
Zellen filr die Bestimmung von Zellprotein, 14C- Chole-
sterin und 14C-Fettsauren aufgearbeitet, wobei 3H_
Cholesterin und 3H-Olsaure als interne Standards zur
Ausbeutebestimmung der Extraktionsschritte eingesetzt
wuxden,
Die Ergebnisse sind tabellarisch dargestellt als pro-
zentuale Jinderung des Me~parameters im Vergleich zur
Kontrolle. Es wurden Filnffach-Bestimmungen durchge-
filhrt.
Substanz Konz. % Anderung
Protein Cholesterin Fett-
[mo l j L] sll.uren
Compactin 10- 7 + 6 - 83 + 14
(Referenz- 10- 7 3 - 81 + 90
Substanz)
NAT 04-536 10-5 + 18 - 98 31
5,6x10- 5 6 - 97 + 26
NAT 04-538 10-5 + 18 - 82 4,5
5,6x10-5 + 51 - 96 + 31,6
NAT 04-544 10-5 + 58 - 98 40,6
5,6x10-5
- 30 - 95 + 72,1
NAT 04-547 10- 5 + 13 - 83 29,4
5,6x10-5
- 37 - 87 + 142,2
NAT 04-555 10- 5 + 55 5,8 40,5
5,6x10-5 + 72 - 42 33,8
NAT 04-537 10-5 6 + 10 + 40
5,6x10-5 '- 14 - 49 + 56
NAT 04-558 10-5 + 8 - 78 + 32
5,6x10-5
NAT 04-543 10-5 8 8
- 20
5,6x10-5 + 28 - 38 - 36
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Fortsetzung Tab. 4.2
Substanz Konz. % Anderung
Protein Cholesterin Fett-
[mol/l) s!1uren
NAT 04-533 3xlO-6 ± 0 - 10 + 23
10-5 6 + 15 + 26
NAT 04-550 3x10- 6 9 - 75 + 36
10-5
- 14 - 96 + 17
NAT 04-556 3x10-6 + 15 + 9 + 15
10-5 + 25 + 3 + 9
NAT 04-611 3x10- 6 - 20 - 93 + 17
10-5
- 27 - 97 + 13
NAT 06-209 3x10- 6 - 10 ± 0 - 10
10-5
- 10 + 12 + 25
NAT 06-210 3x10- 6 - 10 + 12 1
10-5
- 13 + 7 1
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4. 3 Hemmung der HMG-CoA-Requktase
4.3.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
In Gegenwart von NADPH katalysiert die ~-Hydroxy~~-methyl­
glutaryl-CoA-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) im Rahmen der Cho-
lesterinbiosynthese die Reduktion von 14C- HMG-CoA zu 14C_
Mevalonsaure, die sich nach Uberfuhrung in das 14C-Mevalono-
lakton dunnschichtchromatographisch von dem nicht urngesetzten
14C-HMG-CoA abtrennen und durch Radioaktivitatsmessung quan-
tifizieren la~t. In Gegenwart von HMG-CoA-Reduktase-Inhibito-
ren ist die Bildungsgeschwindigkeit von 14C-Mevalonsaure her-
abgesetzt. Als Enzymquelle fur diese Reaktion lassen sich
Homogenate Cholesterin-synthetisierender Zellen (z.B. Makro-
phagen, Hepatozyten) oder mikrosomale Membranen aus Rattenle-
ber verwenden.
Dieses Testsystem bietet sich als ein dem 14C-Acetat-Einbau
in Fibroblasten (siehe 4.2) nachgeschalteter Test an, urn dort
gefundene potentielle Inhibitoren der Inkorporation von Ace-
tat in Cholesterin dahingehend zu prufen, ob sie eine direkte
Hemmung des Schlusselenzyms der Cholesterinbiosynthese verur-
sachen oder einen anderen Angriffspunkt haben.
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren setzen die Cholesterin-Syn-
theserate herab, erhehen die Dichte von LDL-Rezeptoren an
Zellmembranen (Makrophagen, Hepatozyten), senken die LDL-
Plasmakonzentration und kennen auf diese Weise antiathero-
sklerotisch wirken.
4. 3. 2 Ma terial und Me'thoden
4.3.2.1 Material
4.3.2.1.1 Versuchstiere
Fur die praparation mikrosomaler Membranen werden die Lebern
von mannlichen Wistar-Ratten (Zuchter: Fa. Hagemann, Exter-
tal) verwendet. Die Tiere werden in Makrolonkafigen unter
standardisierten Bedingungen gehalten (Raurntemperatur
22 ± 2°C), Hell-Dunkel-Rhythmus 12 h). Die Tiere erhalten
Standardfutter (Altromin, Lage) bzw. Cholesterin-reiches Fut-
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ter (1,5 %, 0,5 % Natriumcholat) und Trinkwasser ad libitum.
Vor Entnahme der Lebern wiegen die Tiere ca. 200 g.
4.3.2.1.2 Puffer
a) Homogenisationspuffer
50 mmol/l Tris/HCl
0,25 mol/l Saccharose, pH 7,4
b) Testpuffer
100 mmol/l KH2P04/K2HP04
5 mmol/l Dithiothreitol, pH 7,4
4.3.2.1.3 Reagenzien
a) Kofaktorenlosung
Jeweils 10 ~l der folgenden Reagenzien werden pro Testan-
satz vor Versuchsbeginn gemischt:
100 mmol/l NADP (Na-Salz, Sigma)
0,6 mol/l D-Glucose-6-phosphat (Na-Salz, Sigma)
100 U/ml Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (Typ XV,
Sigma)
b) 14C-HMG-COA-Losung
Pro Testansatz werden 10 ~l 14C-Hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA (7,4 kBq~ spez. Akt. 2,1 GBq/mmol~ NEN, Dreieich) mit
10 ~l H20 gemischt
c) 3H-Mevalonolacton
(spez. Akt. 1,11 TBq/mmol~ NEN, Dreieich)
4.3.2.2 Me'thoden
4.3.2.2.1 Priiparation von mikrosomalen Membranen
a) Homogenisierung
Die Lebern von Ratten (Wistar, mannlich) werden sofort
nach der Dekapitation entnommen, in eiskaltem Homogenisa-
tionspuffer gewaschen, zerkleinert und im Eisbad in einem
elektrischen Potter-Homogenisator (Braun, Melsungen) bei
1.100 U/min homogenisiert (10 % Leberhomogenat).
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b) Zentrifugationen
AIle Zentrifugationen werden bei 4 DC durchgefuhrt.
Das Leberhomogenat wird zur Beseitigung von Zellbruch-
stucken 10 min bei 800 x 9 zentrifugiert, der Uberstand
filtriert und 15 min bei 16.000 x 9 zentrifugiert.
Anschlie~end wird der Uberstand nochmals fur 15 min bei
16.000 x 9 zentrifugiert.
Die oberen zwei Drittel des 16.000 x g-Uberstandes werden
vorsichtig entnommen und in einer Ultrazentrifuge 60 min
bei 100.000 x 9 zentrifugiert. Das Pellet (mikrosomale
Membranen) wird im Homogenisationspuffer resuspendiert und
erneut 60 min bei 100.000 x 9 zentrifugiert. Das mikroso-
male Pellet wird nach Resuspension und Einstellen einer
definierten Proteinkonzentration (100-150 ~g/50 ~l) im
Testpuffer aliquotiert in flussigem Stickstoff eingefro-
ren.
4.3.2.2.2 DurchfUhrung der Untersuchung
Die Aktivitat der HMG-CoA-Reduktase in mikrosomalen Membranen
der Rattenleber wird durch Bestimmung der Bildung von 14C_
Mevalonsaure aus 14C-HMG-CoA ermittelt.
50 ~l mikrosomale Membranen (100 ~g protein) werden mit 30 ~l
Kofaktorenlosung fur 10 min bei 37 DC vorinkubiert. Nach
Zugabe von 100 ~l Testpuffer, der die Prufsubstanz enthalt,
und weiterer Vorinkubation fur 10 min wird die Reaktion mit
20 ~l 14C-Oleoyl-CoA (7,4 kBq; spez. Akt. 2,1 GBq/mmol, NEN)
gestartet. Nach Inkubation fur 20 min bei 37 DC wird die
Inkubation mit 50 ~l HCl (6 mol/I) und 3H-Mevalonolakton als
interner Standard (1,7 kBq/50 ~l HCl) gestoppt. Durch Zugabe
von HCl wird eine Laktonisierung der gebildeten 14C-Mevalon-
saure erreicht.Diese Laktonisierung ist nach 30 min bei Raum-
temperatur abgeschlossen.
Nach Zugabe von 400 ~l gesattigter KzHP04-Losung und Inkuba-
tion fur maximal 5 min bei Raumtemperatur wird das 14C-Meva-
lonolakton anschlie~end mit 2 x 2,5 ml Essigsaureethylester
extrahiert, 5 min bei ca. 2.000 U/min zentrifugiert und die
Essigesterphasen (obere Phase) moglichst quantitativ abgenom-
men. Diese werden vereinigt und anschlie~end in einem Spitz-
rohrchen mit im Stickstoffgasstrom bis zur Trockne abgebla-
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sen. Die Radioaktivitat wird direkt nach Aufnahme in 50 ~l
Essigsaureethylester und Zugabe von 4 ml SzintillationsflUs-
sigkeit (InstagGel II, Fa. Packard) in einem Szintillations-
zahler (Rackbeta 1219, LKB-Wallac) gemessen.
Die Zugabe von gesattigter KzHP04-Losung bewirkt eine maxi-
male Trennung von 14C-Mevalonolakton und nicht umgesetzten
14C-HMG-COA, so da~ unter den angegebenen Extraktionsbedin-
gungen fast keine Verunreinigung « 0,5 %) der Essigsaure-
ethylesterphase mit 14C-HMG-CoA festgestellt wurde.
Eine chromatographische Auftrennung ist daher nicht zwangs-
laufig notwendig. Diese kann jedoch gelegentlich zur Uber-
prUfung der Testsystems durchgefUhrt werden. Zu diesem Zwecke
wird die Essigsaureethylesterphase auf DUnnschichtplatten
(Kieselgel LK5D Linear-K, 20 x 20 cm, Fa. Whatman) aufge-
trennt und 14C-Mevalonolakton mittels einer Beta-Kamera
(LB 292, Fa. Berthold) lokalisiert, in Szintillationsgefa~e
UberfUhrt und die Radioaktivitat wie oben angegeben bestimmt.
4.3.3 Ergebnisse und Diskussion
Routinema~ig werden als Enzymquelle mikrosomale Membranen aus
Rattenleber verwendet.
Aile Reaktionsansatze werden in Anwesenheit von 0,1 % PPC
(Polyenyl-Phosphatidylcholin) inkubiert, wodurch eine Stabi-
lisierung des Testsystems und eine optimale Suspendierung
wasserunloslicher, in einem organischen Losungsmittel vorge-
lester Substanzen gewahrleistet wird. Die Aktivitat der HMG-
CoA-Reduktase wird nicht beeinflu~t.
Erste Untersuchungen hatten das Ziel, die verwendete HMG-CoA-
Reduktase naher zu charakterisieren und die Bedingungen fUr
Inkubation, Extraktion und Chromatographie zu optimieren.
Nach Beendigung der Inkubation wird die enzymatische Umset-
zung von HMG-CoA durch Ansauern des Reaktionsansatzes
gestoppt und damit die Bildung von Mevalonolakton aus Meva-
lonsaure ermeglicht. Abbildung 4.4 zeigt, da~ nach etwa
30 min nahezu die gesamte gebildete Mevalonsaure in Mevalono-
lakton UberfUhrt worden ist. VerkUrzt man diese Wartezeit vor
der Chromatographie, so wird aufgrund unvollstandiger Lakto-
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nisierung eine geringere Enzymaktivitat vorgetauscht. In dem
untersuchten Inkubationszeitraurn von 30 min besteht eine
lineare Abhangigkeit der Menge des gebildeten Reaktionspro-
duktes von der Inkubationszeit (Abb. 4.5).
Urn die verwendete HMG-CoA-Reduktase naher zu charakterisie-
ren, wurden die Michaelis-Konstanten (KM) fur NADPH und HMG-
CoA graphisch nach Lineweaver-Burk bestimmt (Abb. 4.6). Fur
HMG-CoA und NADPH konnten KM-Werte von 8,3 ~ol/l bzw.
53 ~mol/l ermittelt werden. Diese Werte stimmen gut uberein
mit den Michaelis-Konstanten, die von anderen Autoren fur
Rattenleber-HMG-CoA-Reduktase ermittelt wurden (0,5-
2,6 ~mol/l fur HMG-CoA und 30 - 73 ~mol/l fur NADPH).
Mevinolin als bekannter Inhibitor der HMG-CoA-Reduktase hemmt
das Enzym bei einer Konzentration von 1 ~ol/l zu mehr als
50 %. Die Untersuchung des Hemmtyps zeigt, da~ der KM-Wert
fur HMG-CoA mit zunehrnender Inhibitor-Konzentration scheinbar
erhoht wird, wahrend die Maximalgeschwindigkeit unverandert
ist (Abb. 4.7). Bei Mevinolin handelt es sich somit urn einen
kompetitiven Inhibitor, fur den nach Dixon eine Inhibitions-
konstante (Ki ) von 4,63 x 10-7 mol/l ermittelt wurde.
Urn auch nicht-wasserlosliche potentielle Inhibitoren der HMG-
CoA-Reduktase untersuchen zu konnen, wurde der Einflu~ ver-
schiedener Losungsvermittler auf die Enzymaktivitat unter-
sucht. Tabelle 4.3 zeigt die prozentuale Veranderung der
Aktivitat der HMG-CoA-Reduktase in Abhangigkeit von der Kon-
zentration der verwendeten organischen Losungsmittel im Reak-
tionsansatz. AIle gepruften Losungsmittel konnen bis zu einer
Konzentration von 2 % ohne nennenswerten Aktivitatsverlust
des Enzyms eingesetzt werden~ wahrend 5 % Methanol bzw. DMSO
eine relativ deutliche Hemmung des Enzyms verursachen, hat
Ethanol in dieser Konzentration nur einen geringfugigen Ein-
flu~ auf die Enzymaktivitat, wogegen DMF mit zunehrnender
Konzentration das Enzym eher zu stimulieren scheint.
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Abb. 4.4: Die Bildung von 14C-Mevalonolakton in Abhangigkeit
von der Reaktionszeit.
150 j.lg mikrosomaler Proteine wurden bei 37°C fiir
10 min mit 150 j.ll eines Puffers (pH 7,2), welcher
50 mmol/1 K,HP04, 50 mmol/1 KC1, 5 mmolll DTT,30 mmolll EbTA, 0,1 molll Saccharose und 0,1 % PPC
enthielt, vorinkubiert. Die enzymatische Reaktion
wurde durch Zugabe von 20 j.ll 14C-HMG-CoA (0,1 j.lCi;
epee , Akt.: 56,7 mCilmmol) und eines NADPH-generie-
renden Systems (30 j.ll; 5 mmolll NADP, 30 mmolll
Glukose-6-Phosphat, 2,5 U Glukose-6-Phosphatdehydro-
genase, jeweils Endkonzentration) gestartet. Die
Proben wurden 20 Min. bei 37°C inkubiert und die
Reaktion mit 50 j.ll einer 6 molll HC1-Losung beendet.
Zu den angegebenen Laktonisierungszeiten wurden je-
weils 400 j.ll einer KilfP04-Losung und 30 j.ll 3H-Meva-
lonolakton (0,05 mCi) als interner Standard zuge-
setzt, und die Losung zweimal mit Essigsaureethyl-
ester extrahiert. Die Extrakte wurden nach Zentrifu-
gation vereinigt, bei 30°C unter Stickstoffgasstrom
getrocknet und nach Losung in 50 j.ll Essigsaureethyl-
ester auf Kieselgelplatten (Whatman LK5D) mit
ToluollAceton (1:1; vlv) als mobile Phase diinn-
schichtchromatographisch getrennt. Die radioaktiv
markierten Flecke wurden mittels Radiophotographie
auf der Diinnschichtplatte detektiert und die Berei-
che, welche 14C-Mevalonolakton entsprachen, aueqe-
kratzt. Die 14C_ und 3H-Radioaktivitat wurde nech
Zugabe eines Szintillators (Instagel II, Fa.
Packard) in einem Fliissigszintillationszahler quan-
tifiziert.
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Abb. 4.5: Einflu~ der Inkubationszeit auf die Bildung von
14C-Mevalonsaure.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zu
Abb. 4.4 besahrieben, durahgefiihrt. Die Reaktionen
wurden zu den angegebenen Zeiten gestoppt. Die
Laktonisierungszeit wurde mit 30 min konstant
gehalten.
In diesem Testmodell wurden nicht nur Substanzgemische aus
Pflanzenzellkulturen geprlift, sondern auch diejenigen Sub-
stanzen, die eine Reduktion des Einbaus von 14C-Acetat in
Cholesterin von Hautfibroblasten (Kap. 4.2) verursacht hat-
ten. Keine der geprliften Substanzen erwies sich als Inhibitor
der HMG-CoA Reduktase. Dies deutet darauf hin, da~ diese Sub-
stanzen einen anderen Angriffspunkt in der Cholesterinbiosyn-
these haben oder die Ursache der Verminderung der Choleste-
rinsynthese in einer zytotoxischen Wirkung zu suchen ist.
Auch in den Extrakten aus Pflanzenzellkulturen konnte keine
nennenswerte inhibitorische Aktivitat gefunden werden.
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Abb. 4.6: Doppelt-reziproke Auftragung der Abhlingigkeit der
Reaktionsgesahwindigkeit von der Substratkonzen-
tration zur Bestimmung der Miahaeliskonstanten.
Die Experimente wurden unter Standardbedingungen
(Laktonisierungszeit: 30 min) durahgefuhrt; variiert
wurden nur die Konzentrationen von NADPH (A) bew,
HMG-CoA (B) wie angegeben.
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Tab. 4.3: Einfluf3 von Losungsmitteln auf die HMG-CoA-Reduk-
tase-Akti vi tat.
Die Experimente wurden unter Standardbedingungen
(Laktonisierungszeit: 30 min), wie in der Legende zu
Abb. 4.4 beschrieben, durchgefiihrt. Die Losungsmit-
tel wurden der Vorinkubationslosung zugesetzt, wobei
die angegebene Konzentration diejenige im Endansatz
ist. Das Ergebnis der Kontrollinkubation ohne
Losungsmittelzusatz wurde als 100% definiert.
Ltlsungsmittel Ltlsungsmittel-Konzentration [I]
1 2 5
r Enzym-Aktivitllt
Ethanol 105 103 96
Methanol 100 94 84
DMSO 92 91 79
DMF 109 111 130
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Abb. 4.7: Doppelt-reziproke Auftragung des: Abhangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Substanzkonzentra-
tion in Anwesenheit bzw. in Abwesenheit des Inhibi-
tors Mevinolin.
Die Experimente wurden unter Standardbedingungen
(Laktonisierungszeit: 30 min), wie in der Legende zu
Abb. 4.4 beschrieben, mit den angegebenen HMG-CoA-
Konzentrationen durchgefiihrt. Mevinolin wurde bei
der Vorinkubation als ethanolische Losung zugesetzt;
die Endkonzentration betrug dabei 2 Vol%. Kontroll-
experimente wurden in Gegenwart von 2 % Ethanol ohne
Inhibitor durchgefiihrt.
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4.4 Cholesterin-Einschleusung und Cholesterin-Veresterung
in Hakrophagen
4. 4.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkei t:
Bei Inkubation in Gegenwart von chemisch modifizierten Low-
density-Lipoproteinen (z.B. Acetyl-LDL, Cyclohexandion-modi-
fizierte LDL, Malondialdehyd-modifizierte LDL) akkumulieren
Maus-Peritonealmakrophagen gro~e Mengen an Cholesterinester,
die sich zusammen mit dem nicht veresterten Cholesterin
extrahieren und nach dfinnschichtchromatographischer Trennung
densitometrisch quantifizieren lassen.
In Gegenwart von Prfifsubstanzen kann die Cholesterin-Ein-
schleusung in die Makrophagen durch Hemmung der Aufnahme der
LDL reduziert und/oder die Relation Cholesterin/Cholesterin-
ester zugunsten des nicht veresterten Cholesterins verschoben
sein. Letzteres wird meglich entweder durch Hemmung des Cho-
lesterin-veresternden Enzyms (Acyl-CoA:Cholesterin-Acyl-
transferase (ACAT)) oder durch Aktivierung des Cholesterin-
ester-hydrolysierenden Enzyms (Cholesterinesterase).
Ffigt man dem Inkubationsmedium wahrend der letzten Phase der
Inkubation 14C-Oleat hinzu, so kann neben der Quantifizierung
von Cholesterin und Cholesterinester fiber eine Massenbestim-
mung auch die Inkorporation der Radioaktivitat in Choleste-
rin-14C-Oleat bestimmt werden. Diese ist ein Ma~ ffir die Ak-
tivitat des Cholesterin-veresternden Enzyms, der ACAT.
Hemmer der Aufnahme der LDL oder der Veresterung des Chole-
sterins kennen antiatherosklerotische Therapeutika darstel-
len, weil sie die Bildung von sogenannten II Schaumzellen II ver-
hindern, wobei ACAT-Inhibitoren oder Cholesterinesterase-Ak-
tivatoren die Ausschleusung des Cholesterins aus den Zellen
(z.B. mit Hilfe von High-density-Lipoproteinen, HDL) durch
Bereitstellung einer gre~eren Menge unveresterten Choleste-
rins erleichtern.
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4. 4.2 Ha..terial und Hethoden
4.4.2.1 Material
4.4.2.1.1 Zellen
Es wurden folgende makrophagenahnliche Zellinien der Maus von
"American Type Culture Collection" (ATCC) verwendet:
IC-21 ATCC Nr. T1B 186
J774.A1 ATCC Nr. TIB 67
PU5-1R ATCC Nr. TIB 61
RAW264.7 ATCC Nr. T1B 71
Die makrophagenahnliche Zellinie der Maus P388D1 wurde
freundlicherweise von Herrn PD Dr. G. Schmitz, Zentralla-
boratorium der Universitat MUnster, zur VerfUgung gestellt.
DarUberhinaus fanden frisch angelegte Primarkulturen von
Maus-Peritonealmakrophagen Verwendung.
4.4.2.1.2 Kulturmedium und Puffer
a) Kulturmedium
FUr das Kulturmedium werden folgende Medien, Medienaddi-
tiva und Antibiotika benotigt:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03, Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach konzen-
triert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM Pulverkonzentrat (fUr 5 1 Medium)
+ 18,5 g NaHC03
+ 0,5 g Streptomycinsulfat
+ 0,3 g Penicillin G (500.000 1U)
werden mit bidestilliertem Wasser auf 5 1 aufgefUllt und
nach 15-30minUtigem RUhren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~m,
Schleicher & SchUll, Nr. 401352).
Die NEAA werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
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Das FKS wird zur Inaktivierung von Proteasen zwei Stunden
bei 56 DC hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 %ig (vlv)
dem Fliissigmedium zugesetzt.
BSA wird als sterile 10 %ige Stammlosung in bidestillier-
tern Wasser bei 4 DC gelagert und dem Fliissigmedium vor
Gebrauch 1 %ig (vlv) zugesetzt.
Ais DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
schlie~lich NaHC03 , NEAA und Antibiotika bezeichnet. AIle
anderen Zusatze (FKS, BSA) werden gesondert aufgefiihrt.
buffered saline"
der pH-Wert
Nr.6404)
Nr. 4936)
Nr. S0876)
Nr. 4873)
1 1 aufgefiillt;
(Merck,
(Merck,
(Sigma,
(Merck,
Wasser auf
b) PBS-Puffer
Zum Waschen der Zellen wird "phosphate
(PBS) verwendet:
8,0 g NaCI
0,2 g KCI
1,15 g NazHP04
0,2 g KHzP04
werden mit bidest.
der Losung betragt 7,0.
4.4.2.1.3 Reagenzien
a) 14C-Oleat-Komplex
- 0,9 % NaCI-Lsg. auf 60 DC erhitzen
in 3 ml dieser Lsg. 38,7 mg Na-Oleat losen, abkiihlen
lassen auf 40 DC
1,2 g BSA in 5 ml 0,9 % NaCI (RT) losen, auf pH 7,4
einstellen und auf 4 DC abkiihlen
die eiskalte BSA-Lsg. tropfenweise der Oleat-Lsg.
zusetzen - pro MS-Einheit 5 ~l 14C-5lsaure
(50 ~ci/500 ~l Ethanol) einsetzen
Ethanol abblasen
14C-51saure in 15,7 ~l Albumin-Na-Oleat-Komplexl
MS-Einheit aufnehmen und gut mischen
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b) Tauchbad fur HPTLC
3,2 9 MnCl2
480 ml Methanol
480 ml Aqua dest.
32 ml H2S04 konz.
100 ml / Tauchgefa~ werden eingesetzt
4.4.2.2 Het;hoden
4.4.2.2.1 Isolierung von perit;oneaLmakrophagen derMaus
FUr die Isolierung von Peritonealmakrophagen zur Herstellung
von Primarkulturen werden NMRI-Mause (mannlich, ca. 20 g;
ZUchter Hagemann) verwendet.
Nach dem Toten der Maus in Etherdampf wird diese mit ausge-
streckten Extremitaten auf einer Unterlage befestigt. Die
Bauchhaut wird mit 70 %igem Ethanol desinfiziert und an-
schlie~end vom Brust- bis zum Bauchraum abprapariert, ohne
die darunterliegende Muskulatur zu verletzen. In den inneren
Bauchraum werden 4 ml 0,9 %ige NaCl + 0,5 E Liquemin (Hoff-
mann LaRoche) steril injiziert, ohne Organe zu verletzen. Der
Bauchraum wird massiert, dann die Muskelschicht abgehoben,
etwas eingeschnitten und die NaCl-Lsg. mit den Zellen mit ei-
ner sterilen Pasteurpipette aufgesogen und in ein steriles
Rohrchen tiberfUhrt.
Die PeritonealspUlungen von 3 Mausen werden in einem Zentri-
fugenrohrchen vereinigt, 5 min bei 2.000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Die Zellen werden in DMEM (10 %
FKS) resuspendiert (1 ml Medium/Rohrchen) und auf die ent-
sprechenden Multischalen verteilt. Es werden jeweils die Zel-
len von 2 Mausen auf einer Multischaleneinheit zusammengefa~t
(Konzentration der Zellen ca. 5-7 x 106 Zellen).
4.4.2.2.2 Prliparat;ion von humanen Low-Densi ty-Lipoprot;einen
(LDL)
Human-Vollblut der BlutbankKoln (Antikoagulanz: Citrat) wird
in einer Laborzentrifuge (Labofuge 6000, Heraeus) 15 min bei
3.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand (Citrat-Plasma) wird
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mit Kaliumbromid (KBr, Merck, Nr. 4905) auf eine Dichte von
1,02 g/ml eingestellt und wie folgt zentrifugiert: Ultrazen-
trifuge L8-70M und 70Ti-Rotor, Quickseal-Rohrchen, Fa. Beck-
man, 16 h, 65.000 Upm, 4 DC.
Es werden 10 ml Uberstand (VLDL, Chylomikronen) mittels Pa-
steurpipette abgenommen und verworfen.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,063 g/ml
eingestellt und erneut unter den oben beschriebenen Bedingun-
gen zentrifugiert. Die oberen 5-8 ml - je nach LDL-Gehalt des
Plasmas - werden mittels Pasteurpipette abgenommen und gegen
folgenden Puffer dialysiert:
36,0 g Natriumchlorid (NaCI, Merck Nr. 6404)
1,5 g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma,
Nr. ED2SS)
1,2 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HP04' Sigma
Nr. S0876)
werden mit vorgekUhltem (4 DC) bidest. Wasser auf 4 I aufge-
fUllt (pH 7,2). Der Dialysepuffer wird jeweils frisch ange-
setzt, wobei fUr 100 ml LDL-Praparation sechsmal 4 I Dialyse-
puffer eingesetzt werden~ die Dialyse erfolgt Uber insgesamt
24 h. Es wird ein Dialyseschlauch mit einer Ausschlu~grenze
von 10.000 g/mol eingesetzt (Serva, Nr.44110).
Nach einer Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951) wird
das LDL sterilfiltriert (Einwegfilterhalter, Sartorius,
Nr. 16534 K)~ die maxima Ie Haltbarkeit betragt 4 Wochen.
4.4.2.2.3 Hersrellung von acerylierrem LDL
1 ml LDL-Losung (10-16 mg protein/ml) und 1 ml gesattigte Na-
triumacetatlosung werden im Eisbad geruhrt. Es ist darauf zu
achten, da~ die gesamte Losung standig in Bewegung ist.
Man la~t Acetanhydrid langsam (etwa 3 ~1/5 min) zutropfen,
wobei die benotigte Menge nach folgender Regel ermittelt
wird: mg LDL-Protein x 1,5 = ~l Acetanhydrid.
Nach Zugabe des gesamten Acetanhydrids wird die gesamte Lo-
sung noch weltere 30 min gerUhrt.
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tiber Nacht wird gegen
0,9 % NaCI
0,3 romol/l EDTA (pH 7,4) bei 4 °c dialysiert und die
Dialysefllissigkeit mehrmals gewechselt.
Zur Kontrolle wird anschlie~end eine Agarose-Elektrophorese
durchgeflihrt. Bei erfolgreicher Acetylierung der LDL kann die
Proteinbande der Acetyl-LDL bei einem hoheren Rf-Wert (etwa
auf der Hohe derHDL) lokalisiert werden. Andernfalls
schmiert die Bande vom Start an.
4.4.2.2.4 Proteinbestimmung nach Lo~
Losungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2,0 % Na2C03
0,1 mol/l NaOH
1,0 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CuS04 x 5 H20
einzeln losen, dann zusaromengeben
50 Teile Reagenz A
+ 1 Teil Reagenz B
Prliflosung:
100 ~l Probe mit 2 ml Reagenz C gut mischen und 10 min
stehen lassen.
100 ~l Folin-Reagenz (Fa. Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen.
100 ~l Triton-X-I00 (2,5 %ig in A.dest.) zugeben.
Absorptionsmessung gegen Reagenz + Folin + Triton als
Leerwert Wellenlange: 660 nm
Eichlosung:
0,1 % BSA-Lsg.
10-50 ~l = 10 - 50 ~g BSA/Ansatz
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4.4.2.2.5 Auftauen und Kultivierung der Zellen
1. Ampulle aus Stickstoffbehalter entnehmen und 5 min bei
37°C im Wasserbad erwarmen
2. Inhalt in Zentrifugenrohrchen liberflihren, mit 5 ml DMEM-
Medium verdlinnen
3. Zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min
4. Uberstand absaugen, 5 ml DMEM-Medium zugeben und Zellen
vorsichtig mit Pasteurpipette suspendieren
5. Zentrifugation bei 2.000 Upm, 1 min
6. tlberstand absaugen, mit 1 ml DMEM-Medium Zellen suspendie-
ren, auf eine gro~e Petrischale mit 15 ml DMEM-Medium
geben
7. Inkubation im Brutschrank bei 5 % CO2, 37°C
8. Medium alle 24 h wechseln
4.4.2.2.6 Versuchsablauf zur Bestimmung des Einbaus von
xedioektii.v markiertem acLDL in Cholesterinester
1. Anzlichten der Zellen in Multischalen
2. Beladung mit Acetyl-LDL 6-8 h
3. Inkubation mit Substanzen 18 h
4. Inkubation mit 14C-Oleat 4 h
a) Anzlichten der Zellen in Multischalen
Ca. 6 - 8 Petrischalen werden auf 10 Multischalen (6er
Multischalen; Nunc Nr. 150229) gesplittet und in 1 ml DMEM
pro Multischaleneinheit 24 h bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert
b) Beladung mit Acetyl-LDL
- Mediumwechsel: 2 ml DMEM-Medium pro Multischaleneinheit
- Zugabe von 80 ~g Acetyl-LDL/2 ml DMEM
- Inkubation 6 - 8 h; 37°C, 5 % CO2
c) Substanzzugabe
- Substanzen in 20 ~l Ethanol bzw. bidest. Wasser gelost
zugeben (ohne Mediumwechsel). Inkubationen, die mit
wasserloslichen Substanzen durchgeflihrt werden,
enthalten ebenfalls 20 ~l Ethanol/2 ml Medium
- Inkubation 18 h; 37°C, 5 % CO2
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d) Zugabe von 14C-Oleat
FUr die letzten 4 h der Inkubation mit Substanzen werden
15,7 ~l 14C-Oleat-Komplex/2 ml DMEM zugegeben.
e) Aufarbeitung der Monolayer
- Schalen mit PBS-Puffer waschen ( 2 - 3 mal, 2 ml)
anschlie~end Zellen mit 500 ~l PBS von MS-Einheit lasen
nochmals 500 ~l PBS zugeben und die Zellasung im Eisbad
in Chromschwefelsaure-gespUlte Rahrchen fUllen
Zentrifugation: 10 min bei 2.000 Upm (Labofuge 6000,
Heraeus)
Uberstand abgie~en und 500 ~l PBS auf Pellet geben, gut
mischen
- Beschallung: 2 x 20 sec, 30 W im Eisbad
- 100 ~l fUr Proteinbestimmung nach Lowry (1951)
- 300 ~l fUr Lipidextraktion
f) Extraktion der Lipide aus dem Zellhomogenat
- 300 ~l Zellhomogenat
+ ca. 100.000 dpm 3H- Chol e s t e r i ne s t e r als into Standard
+ 1,0 m1 Aqua dest.
+ 3,0 ml CHCI 3/CH30H (2:1; v/v), Lichrosolv-Qualitat
gut mischen
Zentrifugation: 5 min bei 2.000 Upm
Unterphase (CHCI3-Phase) vorsichtig abnehmen und in ein
neues Rahrchen geben
nochmals 2 ml CHCI3/CH30H zugeben und Vorgang wiederho-
len
Unterphasen vereinigen und im Vakuum (Exsikkator) trock-
nen
Wird zusatzlich eine Bestimmung der Menge von verestertem
und unverestertem Cholesterin durchgefUhrt, wird ala
interner Standard 30 ~l Cholesterinformiat in Ethanol
(36 mg/100 ml Ethanol) zugegeben.
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g) Dlinnschichtchromatographie zur Isolierung von Cholesterin-
14C-oleat
- Trockene Proben in 50 ~l CHC1 3 aufnehmen und auf DC-
Platten (Kieselgel LK5D Linear-K, Fa. Whatman) auftragen
Laufmittel: n-Hexan/Diethylether/Eisessig (85:15:1 v/v)
Laufzeit: ca. 45 min bei Kammersattigung
Referenz: Cholesterin-14C-oleat
Platten trocknen lassen und anschlie~end mit einer Beta-
Kamera (LB 292, Fa. Berthold) ablichten
Cholesterin-Flecken markieren und direkt in Szintilla-
tionsgefa~e ausschaben
10 ml Szintillationsfllissigkeit (Instagel II,
Fa. Packard) zugeben und die Radioaktivitat in einem
Fllissigszintillationszahler (Rackbeta 1219, LKB-
Wallac) messen.
h) HPTLC zur Bestimmung der Menge von verestertem und unver-
estertem Cholesterin
Die getrockneten Extrakte aus dem Zellhomogenat werden in
30 ~l Chloroform aufgenommen und davon jeweils 0,5 ~l mit
dem Nanomat (Fa. Camag) mittels 0,5 ~l-Kapillaren auf
HPTLC-Fertigplatten (Platten Kieselgel 60, 20 x 10 em,
Fa. Merck) in einem Abstand von 0,5 cm aufgetragen. Die
HPTLC-Platten wurden zuvor in dem Laufmittel n-Hexan, n-
Heptan, Diethylether, Eisessig (63:18,5:18,5:1,5 v/v) zur
Reinigung einem Vorlauf unterzogen, anschlie~end eine
Stunde bei 100°C aktiviert und vor Auftragen der Proben
wieder auf Raumtemperatur abgeklihlt.
Als Eichlosung wird eine Mischung aus Cholesterin, Chole-
sterinester und Cholesterinformiat in einem Bereich von
0,0125-0,2 ~g aufgetragen. Die AUftrennung erfolgt in einer
Linearkammer mit 4 ml Laufmittel (s.o.) fUr 10 min. Nach
Trocknung der Platte fUr 10 min bei 100°C werden die aufge-
trennten Komponenten durch Eintauchen in das HPTLC-Tauchbad
(10 sec) und Entwicklung fUr 20 min bei 100 °C sichtbar
gemacht. Nach AbkUhlung der Platten wird die Masse der Kom-
ponenten durch Fluoreszenz-Densitometrie (Anregungswellen-
lange 366 nm, Emissionswellenlange 510 nm) mit einem DUnn-
schicht-Scanner (Fa. Camag) und Auswertung der Peak-Flachen
mit dem Integrator SP 4100 (Spectra Physics) bestimmt.
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4.4.3 Ergebnisse und Diskussion
Untersucht man die zeitabhangige Aufnahme von 3H-Acetyl-LDL
durch Maus-Peritonealmakrophagen, so findet man einen steti-
gen Anstieg der intrazellular gebundenen Radioaktivitat, eine
geringfUgige Zunahme des unveresterten Cholesterins und eine
zunehmende Menge an intrazellular gespeichertem Cholesterin-
ester (Abb. 4.8).
Wahrend nach 6stUndiger Inkubation in Gegenwart von Acetyl-
LDL noch geringfUgig mehr unverestertes Cholesterin als Cho-
lesterinester intrazellular gefunden wird, verschiebt sich
die Relation Cholesterin/Cholesterinester mit zunehmender
Cholesterinbeladung der Makrophagen deutlich zugunsten des
Cholesterinesters.
Bei Inkubation in einem Lipoprotein-freien Medium (Kontroll-
experiment) hingegen findet man zu allen untersuchten Zeiten
deutlich mehr unverestertes Cholesterin als Cholesterinester;
auffallig ist hier die mit einem Anstieg der zellgebundenen
Proteinmenge einhergehende Zunahme an intrazellularem Chole-
sterin nach 48stUndiger Inkubation im Vergleich zur 24stUndi-
gen Inkubation (Abb. 4.8). Der Zuwachs an zellularem Protein
darf als Zeichen der Proliferation als Ausdruck einer ver-
starkten Cholesterinsynthese der Zellen gewertet werden. Da
die Zellproliferation auch bei den in Gegenwart von Acetyl-
LDL inkubierten Makrophagen zwischen der 24. und 48. Stunde
der Inkubation einzutreten scheint, bietet sich fUr Scree-
ning-Untersuchungen zur Auffindung von Substanzen, die die
Aufnahme von Cholesterin in die Makrophagen bzw. dessen Ver-
esterung inhibieren, die 24stUndige Inkubation in Gegenwart
von Acetyl-LDL an, nach der keine wesentliche Zellproteinver-
anderung, aber bereits eine deutliche Zunahme des Choleste-
rinestergehaltes der Makrophagen nachzuweisen ist. Das unter-
schiedliche Verhalten der Makrophagen bei Inkubation in Lipo-
protein-freiem Medium bzw. in Gegenwart von Acetyl-LDL wird
in Abbildung 4.9 besonders deutlich: Die durch Acetyl-LDL mit
Cholesterin beladenen Makrophagen weisen bereits nach 6 Stun-
den einen fast ebenso hohen Cholesterinestergehalt wie Chole-
steringehalt auf, wahrend nach 24stUndiger Inkubation die
Menge gespeicherten Cholesterinesters die an Cholesterin um
den Faktor 2 Ubertrifft, wobei pro mg Zellprotein fast fUnf-
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mal soviel Gesamtcholesterin nachzuweisen ist. Dagegen finden
wir bei Inkubation in Lipoprotein-freiem Medium erwartungsge-
map keine zunahrne des Gesamtcholesterins, allenfalls ist mit
langer dauernder Inkubation eine leichte Verschiebung des
Cholesterin/Cholesterinester-Quotienten zugunsten des Chole-
sterinestergehaltes festzustellen.
Inkubiert man die Makrophagen in Gegenwart von 100 ~g 3H-Ace-
tyl-LDL anstelle von 50 ~g 3H-Acetyl-LDL, verdoppelt man also
die angebotenen Menge Lipoprotein, so wird etwas mehr Radio-
aktivitat und Cholesterin von den Makrophagen aufgenornmen,
ansonsten aber ein ahnliches Ergebnis erzielt, wie es in den
Abb. 4.8 und 4.9 graphisch dargestellt ist.
Ein weiteres Experiment diente der Beantwortung der Frage, ob
ein Zusatz von Lipoprotein-haltigen Kalberserum zum Inkubati-
onsmedium nach der Beladung der Makrophagen mit Cholesterin
durch Acetyl-LDL den intrazellularen Cholesterin- und Chole-
sterinester-Gehalt verandert oder nicht. In einem Pulse-
Chase-Experiment wurden die Makrophagen zunachst 24 h in
Gegenwart von 3H-Acetyl-LDL und dann zum Teil in Anwesenheit,
zum Teil in Abwesenheit von fotalem Kalberserum weitere 24 h
inkubiert: Es ergab sich keine signifikante Differenz im zel-
lularen Cholesterin- bzw. Cholesterinestergehalt.
Ein Zusatz von fotalem Kalberserum zum Inkubationsmedium wah-
rend des Screenings potentieller Wirksubstanzen konnte die in
Experimenten mit Referenz- und Prufsubstanzen aufgetretenen
zelltoxischen Effekte verringern.
- 332 -
I, {. .'§ :? jLl ~ 50 1'0 ~.Ac.tYl-LDlKbntroll. ] \
! 15 -~ ! ~ M~~ ::l ~·se !~~ ~ I<~ t:;~ i4:: ... iill i_IS ~ i.. q i
·L ~ ~ ~I t- • I ~" It IE II II ~IHKI1IIATlONSlEIT [h] IKKUIlATlOlISZEIT [h] l:J
Abb. 4.8: Einflul3 dez: Inkubationszeit auf die aufgenommene
Radioaktivi tatsmenge (A.), den Proteingehal t t o )
und den Gehalt an freiem Cholesterin (0) bew,
Cholesterinester (.) von Makrophagen nach Inkuba-
tion in Abwesenheit (Kontrolle) bzw. in Gegenwart
von 50 IJ.g/ml 3H-markierten acetylierten LDL.
Residente Peritoneal-Makrophagen wurden mit Hilfe
einer 0,9 %igen NaCl-Lasung, welche 0,5 U Heparin
enthielt, aus Mausen geffonnen und bei 37 DC in DMEM,
welches 10 % fatales Kalberserum enthielt, in einem
Brutschrank in einer CO2/Luftatmosphare (1:19) kul-
tiviert. Nach 24 h wurde das Medium ersetzt durch
DMEM, welches humanes lipoproteinfreies Serum mit
oder ohne Zusatz von 50 IJ.g/ml 3H-Acetyl-LDL ent-
hielt. Nach 24stiindiger Inkubation wurden die Zellen
von der Petrischale abgeschabt, mit 0,9 %iger NaCl-
LBsung gewaschen und mittels Ultrabeschallung homo-
genisiert. Das Zellprotein wurde nach Lowry et al.
(1951) bestimmt. Cholesterin und Cholesterinester
wurden mi t Chloroform/Methanol (2:1; v/ v ) extrahiert
und auf HPLTC-Platten (Fa. Merck) aufgetragen,
welche anschliessend mit n-Hexen/ n-Heptan/ Diethyl-
ether/ Essigsaure (63:18,5:18,5: 1) entwickelt
wurden. Die Visualisierung der Lipidtlecken erfolgte
oxidativ.nach Halpaap (1978). Die Ausbeutebestimmung
bei den Extraktionsschritten und bei der sich an-
schliessenden densitometrischen Quantifizierung
erfolgte durch Zusatz von Cho1~sterinformiatals
Standard.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte von drei
Bestimmungen.
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Abb , 4.9: Gehalt von Peritonealmakrophagen der Maus an freiem
Cholesterin (offene Balken) und verestertem
Cholesterin (dunkle Balken) nach Beladung mit
50 ~g/ml 3H- mar k i er t en acetylierten LDL, im
Vergleich zu mit Lipoprotein-freiem Serum
inkubierten Zellen (Kontrolle). Die experimentellen
Details sind in des: Legende zu Abb. 4.8 beeahx.ieben,
Bei der ersten Prufung von Referenzsubstanzen in diesem Test-
system stellte sich heraus, da~ zu unterschiedlichen Zeiten
durchgefuhrte Experimente zwar in der Tendenz ahnliche Ergeb-
nisse hatten, da~ die Streuung jedoch erheblich war. Insbe-
sondere zeigten auch die in Abwesenheit von Substanzen inku-
bierten Zellen (Kontrollen) deutliche Unterschiede in der
Cholesterin-Cholesterinester-Relation. Auf der Suche nach den
Grunden fur diese mangelnde Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
wurde herausgefunden, da~ die Qualitat der jeweils verwende-
ten acetylierten LDL fur diese relativ gro~en Streuungen
verantwortlich war. Dabei scheint besonders wichtig zu sein,
da~ die Low-Density-Lipoproteine unmittelbar nach ihrer 1so-
lierung durch Ultrazentrifugation unter standardisierten
Bedingungen acetyliert werden.
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Umfangreiche Untersuchungen dienten der Beantwortung der
Frage, ob dieser Test auch mit einer permanenten Makrophagen-
Zellinie, mit Hautfibroblasten oder mit den Hepatomazellen
HepG2 durchgefuhrt werden konnte; dann namlich ware auch die
Verwendung von Mausen zur Gewinnung der Peritonealmakrophagen
zu verzichten, der Tierverbrauch lie~e sich also weiter redu-
zieren.
Tabelle (4.4) zeigt den Einflu~ von Test- und Referenzsub-
stanzen auf die Menge intrazellular gespeicherten veresterten
Cholesterins, unveresterten Cholesterins und auf den prozen-
tualen Anteil an unverestertem Cholesterin in der Zellinie
P388D1·
Neben den bekannten ACAT-Inhibitoren Sandoz 58-035 und Proge-
steron fuhrte auch die Inkubation in Gegenwart von Octimibat
und anderen Substanzen aus der Nattermann-Chemie zu einer
ausgepragten Hemmung der Cholesterinveresterung und damit zu
einer Erhohung des relativen Anteils an freiem Cholesterin.
Unter den gewahlten Bedingungen zeigten die auf dem Markt
befindlichen Lipidsenker Bezafibrat, Gemfibrozil und Probucol
keine Wirkung.
Fugt man wahrend der letzten Phase der Inkubation dem Inkuba-
tionsmedium 14C-Oleat zu, so ist die Menge der in das Chole-
sterinoleat inkorporierten Radioaktivitat ein Ma~ fur die
ACAT-Aktivitat in dem gewahlten Zeitraum. Obwohl bei der
Interpretation des Verhaltnisses von freiem zu verestertem
Cholesterin (Tab. 4.4) im Vergleich zu der aus der Menge
gebildeten 14C-Cholesterinoleats ermittelten ACAT-Aktivitat
komplexere Vorgange bzw. Regulationsprozesse in Betracht
gezogen werden mussen, stimmen zumindest in der Tendenz die
in Tabelle 4.5 aufgefuhrten relativen ACAT-Aktivitaten gut
mit den Ergebnissen der Tabelle 4.4 uberein.
- 335 -
Tab. 4.4: DeI' Einflup von Referenzsubstanzen und Verbindun-
gen, welche in unseren chemischen Laboratorien syn-
thetisiert wurden, auf den Cholesterin-Cholesterin-
esterzyklus in der makrophagenahnlichen Zellinie
P388D].
Die Zellen wurden in DMEM unter Zusatz von 10 %
ftitalem Kalberserum kultiviert. Nach 24 h wurden das
Medium gewechselt, wobei zusatzlich 40 Ilg/ml ecetzy-
lierte LDL und 0,1 % BSA zugesetzt wurden. Nach
e.inex: 16stiindigen Inkubation bei 37 DC und Zusatz
des: Testsubstanzen (10 umol.t L Endkonzentration) wur-
de weitere 16 h bei 37 DC inkubiert. Die Sandoz-Sub-
stanz 58-035 wurde mit c = 3,2 Ilmol/l als Referenz-
substanz eingesetzt.
Die Zellen wurden anschliessend mit einem Gummi-
wischer abgekratzt, mit PBS-Puffer, pH 7,4, gewa-.
echen und mittels Ultrabeschallung homogenisiert.
Das Zellprotein wurde nech dex: Methode von Lowry
et al. (1951) bestimmt. Cholesterin und Cholesterin-
ester wurden mit Chloroform/Methanol (2:1, v/v)
extrahiert, der unter Stickstoffgasstrom getrocknete
Extrakt nech Aufltisung in 30 III Chloroform auf eine
HPTLC-Platte aufgetragen und in n-Hexan/ n-Heptan/
Diethylether/ Essigsaure (63:18,5:18,5:1; v/V) ent-
wickelt. Die Visualisierung und anschliessende fluo-
reszenzdensitometrische Auswertung erfolgte nach der
Methode von Halpaap (1978). Zur Kontrolle derAus-
beute bei den Extraktionsschritten wurde Choleste-
rinformiat eingesetzt.
Substanz Cholesterinester Cholesterin %Anteil von freiem
[nmol/mg [nmol/mg Cholesterin am
Protein] Protein] Gesamtcholesterin
Kontrolle 165,5 78,9 32,2
Sandoz 58-035 54,3 126,2 69,9
Progesteron 91,3 86,2 48,6
Bezafibrat 201,6 102,6 33,7
Gemfibrozil 199,3 118,8 37,3
Probucol 178,4 94,0 34,5
Octimibat 127,1 118,7 48,3
NAT04-451 162,5 142,9 46,8
NAT04-453 65,1 122,7 65,3
NAT04-432 71,1 143,5 66,9
NAT04-360 116,1 65,7 36,1
NAT04-363 122,9 91,7 42,7
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Tab. 4.5: Der Einflup von Referenzsubstanzen und Verbindun-
gen, welche in unseren obemi.eohen Laboratorien syn-
thetisiert wurden, auf die Inkorporation von
14C-Oleat in 14C-markierte Cholesterinester in der
Makrophagen-ahnlichen Zellinie P388D .
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zu Ta-
belle 4.4 beschrieben, durchgefiihrt, mit der Aus-
nahme dap fiir die letzten 4 h der Substanzinkuba-
tion 14C-Oleat (0,5 IlCi/ml), gebunden an BSA, zuge-
1~tzt wurde. Die Abtrennung und Quantifizierung der
C-markierten Cholesterinester erfolgte, wie im
Kapitel "Material und Methoden" beschrieben.
Substanz
Sandoz 58-035
Progesteron
Bezafibrat
Gemfibrozil
Probucol
Octimibat
NAT 04-451
NAT 04-453
NAT 04-360
NAT 04-363
relative ACAT-AktivitMt
(% Anderung der Bildung von
Cholesterin-14C-Oleat)
- 66,8
- 31,3
- 31,5
6,1
- 14,6
- 12,7
- 59,9
- 67,9
+ 12,8
2,0
Vergleicht man die mit Hilfe von P388D1-Zellen gewonnenen-Er-
gebnisse mit denen, die in Experimenten mit Maus-Peritoneal-
makrophagen erzielt worden sind, so wird deutlich, dap die
Makrophagen-Zellinie auf die Inkubation in Gegenwart von Ace-
tyl-LDL weniger mit exzessiver Cholesterinspeicherung als mit
stimulierter Zellproliferation reagiert. Dennoch sind diese
Zellen fUr das Grundscreening auf antiatherosklerotisch wirk-
same Substanzen geeignet.
Als weitere permanente Maus-Makrophagen-Zellinie wurden J774-
Zellen untersucht: Inkubiert man diese Zellen in Anwesenheit
von Acetyl-LDL im Medium fUr 20 h, so zeigt sich eine konzen-
trationsabhangige Zunahrne des Einbaus von 14C-Oleat in die
Cholesterinester, der bei einer Konzentration von etwa 40 Ilg
Acetyl-LDL/ml Medium ein Maximum erreicht (Abb. 4.10A).
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Abb. 4.10: Einflu{3 des: Konzentration von acetylierten LDL
(acLDL) (A) und der Inkubationszeit in Gegenwart von
acLDL (B) auf die Inkorporation von 14C-Oleat in
Cholesterinester in der Makrophagen-iihnlichen
Zellinie J774.
(A) Die Zellen wurden in DMEN/ 5 % FKS/ 1 % nioht:-
essentiellen Aminosiiuren fiir 20 h bei 37 °C mit
verschiedenen acLDL-Konzentrationen inkubiert.
Wiihrend des: letzten 4 h wuxde 0,2 mmol.i L 14C-Oleat
(9,25 kBq/ml Medium), gebunden an BSA, zugesetzt.
Die weitere Aufarbeitung erfolgte, wie im Kapitel
"Material und Methoden" beschrieben.
(B) Die Inkubationen erfolgten, wie unter A be-
schrieben, jedoch mit 40 Jlg/ml acLDL und den ange-
gebenen Inkubationszeiten.
Verfolgt man den zeitabhangigen Verlauf der Bildung von Cho-
lesterin-14C-Oleat in Anwesenheit von 40 Jlg Acetyl-LDL/ml
Medium, so ist eine maximale ACAT-Aktivitat nach etwa 14-18 h
Inkubationsdauer zu erkennen (Abb. 4.10B). Eine weitere
Steigerung konnte durch das limitierte Angebot an 14C-~lsaure
verhindert werden.
Tabelle 4.6 zeigt einen Vergleich zwischen frisch isolierten
Maus-Peritoneal-Makrophagen, P388D1-Makrophagen und J774-
Makrophagen hinsichtlich Acetyl-LDL-vermittelter Cholesterin-
beladung und Stimulierung der ACAT-Aktivitat. Wie die Tabelle
verdeutlicht, zeichnen sich J774-Makrophagen im Vergleich zu
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frisch isolierten Maus-Peritonealmakorphagen und P388D1-Zel-
len durch eine bessere Fahigkeit zur Cholesterinspeicherung
und durch eine starkere Stimulierung der ACAT-Aktivitat in-
folge der Cholesterinbeladung aus. Der prozentuale Anteil
nicht veresterten Cholesterins am Gesamtcholesterin betrug in
allen Zellen in Abwesenheit von Acetyl-LDL im Medium etwa
80 %, in Anwesenheit von Acetyl-LDL etwa 30-40 %.
Tab. 4.6: Beladungskapazitat und Stimulierung der ACAT-Akti-
vitat verschiedener Makrophagen-ahnlicher Zellinien
unter Cholesterinbeladung mit acetylierten LDL
(acLDL) .
Die Zellen wurden in DMEM/ 5 % FKS/ 1% nicht-essen-
tiellen Aminosauren fur 20 h bei 37 °C mit 40 ~g/ml
acLDL Lnkubl.exti,
Wahrend des: letzten 4 h wurde 0,2 mmol/l 14C-Oleat
(9,25 kBq/ml Medium), gebunden an BSA, zugesetzt.
Zur Bestimmung der ACAT-Aktivitat wurde die Radio-
aktivitat in der Cholesterinesterfraktion nach dunn-
schichtchromatographischer Auftrennung der Chioro-
form/Methanol-Extrakte bestimmt.
Der Gehalt an verestertem bzw. unverestertem Chole-
sterin wurde densitometrisch nach HPTLC-Trennung dez:
Extrakte bestimmt.
Zellen
Peritoneal-
makrophagen
P388D1
J774
Cholesterin-
beladung
[-fach]*
3,0
2,8
3,6 - 4,1
Stimulation der
ACAT-Aktivitlit
[-fach]**
4,0
3,0 - 5,0
9,0 - 12,0
* Verhliltnis des Gehaltes an verestertem und unverestertem
Cholesterin nach Zusatz von acetylierten LDL wlihrend der
Inkubation zum Gesamtcholesteringehalt ohne Zusatz von
acLDL.
** Verhliltnis der Menge an Cholesterin-14C-Oleat nach Zusatz
von acetylierten LDL wlihrend der Inkubation zur Radioakti-
vitlitsmenge ohne Zusatz von acLDL.
Aufgrund dieser Ergebnisse konnen J774-Zellen als besanders
geeignet fur die Prufung von Testsubstanzen auf Beeinflussung
des "Cholesterinester-Zyklus" angesehen werden. Reprasentativ
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sind e1n1ge Ergebnisse, die mit diesen Zellen erzielt worden
sind, tabellarisch aufgeflihrt (Tab. 4.7).
Tab. 4.7: Der Einflu~ von Referenzsubstanzen und Verbindun-
gen, welche in unseren chemischen Laboratorien syn-
thetisiert wurden, auf die Inkorporation von 14 C_
Oleat in 14C-markierte Cholesterinester in der
Makrophagen-ahnlichen Zellinie J774.
Die Zellen wurden in DMEM/ 2 % FKS/ 1 % nicht-essen-
tiellen Aminosauren in Gegenwart von 40 Ilg/ml acety-
lierten LDL fiir 6 h bei 37 DC inkubiert. Die in
Ethanol gelosten Testsubstanzen wurden in den ange-
gebenen Endkonzentrationen zugesetzt, wobei die
Losungsmittelendkonzentration 0,1 % betrug. Wahrend
der letzten 4 h der sich anscfliessenden 20stiindigen
Inkubation wurde 0,2 mmol/l 1 C-Oleat (9,25 kBq/ml
Medium), gebunden an BSA, zugesetzt. Zur Bestimmung
der ACAT-Aktivitat wurde die Radioaktivitat in der
Cholesterinesterfraktion nach diinnschichtchromato-
graphischer Auftrennung der Chloroform/Methanol-
Extrakte bestimmt. Der Gehalt an verestertem bzw.
unverestertem Cholesterin wurde densitometrisch nach
HPLTC-Trennung der Extrakte bestiimmti,
Substanz Konz. relative % Anteil von
ACAT-Aktivitll.t freiem
Cholesterin am
[J.Llllol/ll [% Anderung Gesamt-
der Bildung von Cholesterin
Cholesterin-
14C_Oleat]
Kontrolle 37
Sandoz 58-035 3,16 - 65 78
NAT 04-538 3,16 - 37 44
10 - 76 66
NAT 04-544 3,16 - 74 68
10
- 71 60
NAT 04-547 3,16 - 17 47
10 '" 26 49
NAT 04-550 3,16 3 41
10
- 10 45
NAT 04-558 3,16 - 58 52
10
- 86 55
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Weitere permanente Makrophagen-Zellinien wurden auf ihre
Beladungsf~higkeitmit Cholesterin und auf die Veresterung
von Cholesterin geprlift. Tabelle 4.8 zeigt einen Vergleich
zwischen WEHI-, RAW-, PU5-1R- und IC21-Zellen hinsichtlich
Acetyl-LDL-vermittelter Cholesterinbeladung und Stimulierung
der ACAT-Aktivit~t.
Tab. 4.8: Beladungskapazitat und Stimulierung der ACAT-Akti-
vitat verschiedener Makrophagen-ahnlicher Zellinien
unter Cholesterinbeladung mit acetylierten LDL
(acLDL) •
Die Zellen wurden in DMEM/ 5 % FKS/ 1% nicht-essen-
tiellen Aminosauren fur 20 h bei 37°C in Gegenwart
von 40 jJ.g/ml acLDL inkubiert.
Wahrend des: letzten 4 h wurde 0,2 mmol/l 14C-Oleat
(9,25 kBq/ml Medium), gebunden an BSA, zugesetzt.
Zur Bestimmung des: ACAT-Aktivitat wurde die Radioak-
tivitat in der Cholesterinesterfraktion nach dunn-
schichtchromatographischer Auftrennung der Chloro-
form/Methanol-Extrakte bestimmt.
Der Gehalt an verestertem bzw. unverestertem Chole-
sterin wurde densitometrisch nach HPTLC-Trennung der
Extrakte bestimmt.
Zellen
WEHI-3
RAW
PU5-1R
IC21
Cholesterin-
Beladung
[-fach]*
2,03
1,90
1,72
2,90
Stimulation der
ACAT-Aktivitlit
[-fachj**
n.d.
n.d.
3,71
6,50
* Verh~ltnis des Gehaltes an verestertem und unverestertem
Cholesterin nach Zusatz von acetylierten LDL wahrend der
Inkubation zum Gesamtcholesteringehalt ohne Zusatz von
acLDL.
** Verh~ltnis der Menge an Cholesterin-14C-Oleat nach Zusatz
von acetylierten LDL w~hrend der Inkubation zur Radioakti-
vit~tsmenge ohne Zusatz von acLDL.
Wie die Tabelle verdeutlicht, zeichnet sich die Zellinie IC21
durch eine bessere F~higkeit zur Cholesterinspeicherung und
im Vergleich zu PU5-1R-Makrophagen durch ann~hernd doppelt so
starke Stimulierung der ACAT-Aktivit~t aus. Der prozentuale
Anteil nicht veresterten Cholesterins betrug in allen Zellen
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in Abwesenheit von Acetyl-LDL im Medium etwa 85 %, in Anwe-
senheit von Acetyl-LDL etwa 50 %. J774-Zellen zeigen aber von
allen geprUften Makrophagen-Zellinien die beste Fahigkeit fUr
eine acLDL-vermittelte Cholesterinspeicherung und eine Stimu-
lierung der ACAT-Aktivitat.
Die Makrophagen-Zellinien WEHI-3 und RAW wurden naher charak-
terisiert: Inkubiert man diese Zellen in Anwesenheit von Ace-
tyl-LDL im Medium fUr 20 h, so zeigt sich eine Konzentra-
tions-abhangige zunahme der Cholesterinbeladung (Abb. 4.11A)
und (4. 12A) •
A B
....., 100 100
'"~ 80"0 80
E
S
z 60 60i£ .......
..... !5..~ 40 40
0
::r:
~ 20 20
.....
o 0 I 0 II I I I I
0 20 40 60 80 100 0
ocLDL £/J9/ml Inkubotionsmedium)
A verestertes Cholesterin
e unverestertes chctesterln
iii i I
20 40 60 80 100
ocLDL £/J9/ml Inkubotionsmedium)
Abb. 4.11: Einflu~ der Konzentration von acetylierten LDL
(acLDL) auf die Cholesterinbeladung (A) bzw. auf das
Cholesterin-Cholesterinester-Verhaltnis (B) in der
makrophagenahnlichen Zellinie WEHI-3.
Die Zellen wurden in DMEM/ 10 % FKS/ 1 % nicht-es-
sentiellen Aminosauren fur 20 h bei 37°C in Gegen-
wart dei: angegebenen Konzentrationen acLDL inku-
biert. Die Zellen wurden mittels Gummiwischer
abgeschabt, duxch Ultrabeschallung homogenisiert,
und die Lipide mit Chloroform/Methanol (2:1; v/v)
extrahiert. Zur Ausbeutebestimmung wahrend der
Extraktionsschritte diente Cholesterinformiat als
interner Standard. Der Gehal t an verestertem bzw.
unverestertem Cholesterin wurde nach Auftrennung der
Lipidfraktion auf HPTLC-Platten densitometrisch
bestimmt.
* Die Summe aus verestertem und unverestertem Chole-
sterin wurde gleich 100 % gesetzt.
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Diese verl~uft bis zu einer Konzentration von 40 ~g Acetyl-
LDL der beiden Zellinien identisch und erreicht bei einer
Konzentration von 60-80~g bei den RAW-Makrophagen ein Maxi-
mum. Bei den WEHI-Makrophagen kann bis zu einer Konzentration
von 100 ~g Acetyl-LDL eine weitere Zunahme der Cholesterinbe-
ladung beobachtet werden.
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Abb, 4.12: Einfluf3 des: Konzentration von acetylierten LDL
(acLDL) auf die Cholesterinbeladung (A) bzw* auf das
Cholesterin-Cholesterinester-Verhaltnis (B) in der
makrophagenahnlichen Zellinie RAW 264.7.
Die weiteren experimentellen Details sind in der
Legende zu Abb. 4.11 beechxi eben ,
* Die Summe aus verestertem und unverestertem Chole-
sterin wurde gleich 100 % gesetzt.
Betrachtet man das prozentuale Verh~ltnis von unverestertem
zu verestertem Cholesterin in Abh~ngigkeit von der Acetyl-
LDL-Konzentration, so l~f3t sich eine Konzentrations-abh~ngige
prozentuale Zunahme von verestertem Cholesterin erkennen,
welches bei einer Konzentration von 60 ~g Acetyl-LDL in bei-
den Zellinien ann~hernd 50 % des gesamten gespeicherten Cho-
lesterin erreicht (Abb. 4.11B und 4.12B). Die durch Beladung
der Makrophagen mit Cholesterin stimulierte Cholesterinver-
esterung (ACAT) l~f3t sich darUber hinaus durch Erhohung der
Acetyl-LDL-Konzentration in dem Inkubationszeitraum von 20 h
nur noch geringfUgig steigern.
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Menschliche Hautfibroblasten lassen sich relativ gut kulti-
vieren und wurden daher dahingehend geprUft, ob sie auch fUr
dieses Testmodell Verwendung finden konnen.
Menschliche Hautfibroblasten internalisieren besonders gut
kationisierte LDL. Da aber relativ wenig Cholesterin in Form
von Cholesterinester gespeichert wird, eignen sich diesen
Zellen weniger fUr Untersuchungen zum Einflu~ von Substanzen
auf den intrazellularen Gehalt an freiem bzw. verestertem
Cholesterin, sondern eher fUr die Bestimmung der Inkorpora-
tion von 14C-Oleat in Cholesterinoleat als Ma~ fUr die Akti-
vitat der ACAT. Abbildung 4.13 zeigt die Abhangigkeit des
Einbaus von 14C-Oleat in Cholesterinoleat von der Anwesenheit
der Sandoz-Substanz 58-035 als Referenz (Substanz 436) und
einiger Prlifsubstanzen. In allen Fallen konnte eine deutliche
Hemmung der Bildung von Cholesterin-14C-Oleat festgestellt
werden.
Diese Ergebnisse bestatigen qualitativ die mit Hilfe der
Zellinie P388D1 gewonnenen Erkenntnisse (Tab. 4.5), lassen
jedoch keinen quantitativen Vergleich zu.
Des weiteren wurde die Hepatoma-Zellinie HepG2 auf ihre Eig-
nung fUr das Screening ACAT-inhibitorischer Substanzen hin
geprUft.
HepG2-Zellen lassen sich um ein Vielfaches besser in Gegen-
wart von kationisierten als in Gegenwart von Acetyl- oder
nativen LDL mit Cholesterin beladen (Abb. 4.14A).
Wahrend der Gehalt an freiem Cholesterin im Vergleich zur
Kontrolle relativ konstant bleibt, nimmt die Menge an Chole-
sterinester/mg Zellprotein (Abb. 4.14B) zu. Dabei ist die
Menge gespeicherten Cholesterins abhangig von der Menge
kationisierten LDL im Inkubationsmedium (Abb. 4.15).
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Abb. 4.13: Der Einflu~ von Referenzsubstanzen und Verbindun-
gen, welche in unseren ohemiechen Laboratorien eyn-
thetisiert wurden, auf die Inkorporation von 14C_
Oleat in 14 C- mar k i er t e Cholesterinester in humanen
Hautfibroblasten.
Die Zellen wurden als Monolayer kultiviert und zwi-
schen der 5. und 20. Passage filr die Experimente
eingesetzt. 7 Tage nach der letzten Passage wurde
das Medium (DMEM/ 10 % FKS/ 1 % nicht-essentielle
Aminosauren) gewechselt gegen DMEM, welches 9 %
Lipoprotein-freies Serum enthielt und die Zellen filr
weitere 20 h bei 37°C inkubiert. Anschliessend
wurden dem 1j~dium 20 lJ.g/ml kationisierte LDL,
0,2 mmol/l c-ol.eeti, gebunden an BBA, und die in
Ethanol gelosten Testsubstanzen (c = 31,6 lJ.mol/l)
zugesetzt, wobei die Losungsmittelendkonzentration
1 % betrug. Als Referenz wurde die Sandoz-Substanz
58-035 (Substanz 436; 3,16 lJ.mol/l) eingesetzt. Nach
24stilndiger Inkubation bei 37°C wurden die Zellen
abgeschabt, mit eiskaltem Phosphatpuffer, pH 7,4,
gewaschen und mittels Ultrabeschallung homogeni-
siert. Das Zellprotein wurde nach der Methode von
Lowry et al. (1951) bestimmt. Zur Bestimmung der
ACAT-Aktivitat wurde die Radioaktivitat in der
Cholesterinesterfraktion nach dilnnschichtchromato-
graphischer Auftrennung der n-Hexan-Extrakte (mobile
Phase: Hexan/ Diethylether/ Essigsaure = 85/15/1,
v/v) bestimmt.
Ko (-) = ohne kationisierte LDL und Substanzen
Ko (+) = mit kationisierte LDL, ohne Substanzen
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Abb, 4.14: Der Einflu{3 von nativen und modifizierten LDL auf
die Bildung von Cholesterin-14C-Oleat (A) und auf
die Cho1esterin-Akkumu1ation (B) in HepG2 Zellen.
Die Zellen wurden 18 h bei 37 °C in DMEM/ 10 % FKS/
1 % nicht-essentiellen Aminosauren in Gegenwart von
nativen bzw. modifizierten LDL (acetylierten LDL,
kationisierte LDL) inkubiert. Wahrend der letzten
4 h der Inkubationszeit wurden 0,2 mmol/l 14C-Oleat
(9,25 kBq/ml) zugesetzt. Zur Bestimmung der ACAT-
Aktivitlit wurde die Radioaktivitlit in der Choleste-
rinesterfraktion nach dilnnschichtchromatographischer
Auftrennung der Chloroform/Methanol-Extrakte
bestimmt.
Der Gehalt an verestertem bzw, unverestertem Chole-
sterin wurde densitometrisch aus den Extrakten
bestimmt.
helle Balken = unverestertes Cholesterin
dunkle Balken = verestertes Cholesterin
Co = Kontrolle ohne Zusatz von Lipoproteinen
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Abb. 4.15: Cholesterin-Akkumulation in der humanen Hepatoma-
Zellinie HepG2 unter Beladung mit verschiedenen
Konzentrationen von kationisierten LDL.
Die Zellen wurden 18 h bei 37°C in DMEM/ 10 % FKS/
1 % nicht-essentiellen Aminosauren in Gegenwart
verschiedener Konzentrationen kationisierter LDL im
Kulturmedium inkubiert. Der Gehalt an verestertem
bzw. unverestertem Cholesterin wurde densitometrisch
nach HPTLC-Trennung der Extrakte bestimmt.
• Gesamtcholesterin
A verestertes Cholesterin
o freies Cholesterin
Die Aufnahme und Veresterung von Cholesterin erfolgt in den
ersten 16 h der Inkubation relativ rasch, wahrend danach kaum
noch weiteres Cholesterin von der Zelle aufgenommen wird
(Abb. 4.16B). Die Tatsache, da~ wahrend der gesamten Ver-
suchsdauer von 48 h die Bildung von Cholesterin-14C-Oleat in
Gegenwart von 14C-Olsaure nur geringfligig abnimmt
(Abb. 4.16A), deutet auf eine nahezu unverandert hohe ACAT-
Aktivitat hin. Die leichte Abnahme der Bildung von radioaktiv
markiertem Cholesterinester nach 24 h konnte auch durch das
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limitierte Angebot an 14C-~lsaure bedingt sein. Da diese
orientierenden Untersuchungen es wahrscheinlich machten, da~
sich auch HepG2-Zellen fur ein Substanz-Screening eigneten,
wurden einige ausgewahlte Referenz- und Forschungssubstanzen
auf ihren Einflu~ auf die Bildung von Cholesterin-14C-Oleat
hin gepruft. Reprasentative Ergebnisse sind in Tab. 4.9
zusammengefa~t.
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Abb. 4.16: Einflu~ der Inkubationszeit auf die Bildung von
Cholesterin-14C-Oleat (A) und auf die Cholester£n-
Akkumulation (B) in der humanen Hepatoma-Zellinie
HepG2.
Die Zellen wurden fur die angegebenen Inkubations-
zeiten bei 37 °C in DMEM/ 10 % FKS/ 1 % nicht-essen-
tiellen Aminosauren in Gegenwart von 40 ~g/ml katio-
nisierter LDL) inkubiert. Wahrend der letzten 4 h
der Inkubationszeit wurden 0,2 mmol/l 14C-Oleat
(9,25 kBg/ml) zugesetzt. Zur Bestimmung der ACAT-
Aktivitat wurde die Radioaktivitat in der Choleste-
rinesterfraktion nech dunnschichtchromatographischer
Auftrennung der Chloroform/Methanol-Extrakte
bestimmt.
Der Gehalt an verestertem bzw. unverestertem Chole-
sterin wurde densitometrisch nach HPTLC-Trennung der
Extrakte bestimmt.
• Gesamtcholesterin
A verestertes Cholesterin
o freies Cholesterin
ZP = Zellprotein
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Tab. 4.9: Der Einflu~ von Referenzsubstanzen und Verbindun-
gen, welche in unseren chemischen Laboratorien syn-
thetisiert wurden, auf die Inkorporation von 14 C_
Oleat in 14C-markierte Cholesterinester in der huma-
nen Hepatoma-Zellinie HepG2.
Die Zellen wurden in DMEM/ 10 % FKS/ 1 % ni.oht:-
essentiellen Aminosauren in Gegenwart von 40 Ilg/ml
kationisierten LDL fiir 6 h bei 37°C inkubiert. Die
in Ethanol gelosten Testsubstanzen wurden in einer
Endkonzentration von 31,6 Ilmol/l zugesetzt, wobei
die Losungsmittelendkonzentration 1 % betrug.
wahrend der letzten 4 h der sich anschliessenden
20stiindigen Inkubation wurden 0,2 mmol/l 14C-Oleat
(9,25 kBq/ml Medium), gebunden an BSA, zugegeben.
Zur Bestimmung der ACAT-Aktivi tat wurde die Radio-
aktivitat in der Cholesterinesterfraktion nach diinn-
schichtchromatographischer Auftrennung der Chloro-
form/Methanol-Extrakte bestimmt.
Substanz
Sandoz 58-035
Octimibat
NAT 04-363
NAT 04-453
NAT 04-432
relative ACAT-Aktivit!t
(% Anderung in der Bildung von
Cholesterin-14C-Oleat)
- 90
- 18
- 70
- 90
- 97
FUr die Herstellung einer In-vitro-/In-vivo-Korrelation wurde
ein In-vivo-Modell etabliert, in dem Substanzen geprtift wer-
den kennen, die die Cholesterinveresterung und damit die Cho-
lesterinspeicherung in Makrophagen inhibieren:
Kaninchen werden eine Woche Cholesterin-reich ernahrt und
damit die peripheren Gefa~e mit Cholesterin "beladen". Nach
etwa zweieinhalb Wochen FUtterung mit Normaldiat erreichen
die Plasma-Cholesterinwerte wieder den Normbereich, wahrend
die Aortencholesteringehalte, wie Vorversuche zeigten, wegen
einer fehlenden Spontanregression beim Kaninchen unverandert
hoch blieb. Ftittert man die Kaninchen langer mit Cholesterin-
reichem Futter, so erreicht man eine hehere Beladung der
Gefa~wande mit Cholesterin, benetigt allerdings dann auch
eine langere Zeit, urn wieder normale Plasma-Lipidwerte
vorzufinden.
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Als erste reprasentative Testsubstanz wurde der ACAT-Inhibi-
tor Octimibat ausgewahlt, der eine gute Wirkung im Modell
"Cholesterin-Einschleusung und Cholesterinveresterung in
Makrophagen" gezeigt hatte. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen (4.17-4.19) niedergelegt.
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Abb. 4.17: Plasmacholesterin von 12 mannlichen Neuseelander
Kaninchen, welche eine Woche· eine cholesterinreiche
und anschliessend eine normale Diat erhielten. Ab
Tag 27 wuxde eines: Gruppe (6 Tiere) 30 mglkg Ocdmi-
bat (p. 0.) taglich vexebreiohts,
An den angegebenen Tagen wurde Blut abgenommen; als
Antikoagulanz dienten 3 mmolll EDTA. Gesamt-Plasma-
cholesterin wurde mit der CHOD-PAP-Methode (Boehrin-
ger Mannheim) bestimmt.
Die Werte sind Mittelwerte von 6 Tieren, wobei Dop-
pelbestimmungen durchgefilhrt wurden.
A Kontrollgruppe
• Octimibat-behandelte Gruppe
Die tagliche Applikation von Octimibat hatte keinen Einflu~
auf die Cholesterin-Konzentration im Plasma (Abb. 4.17),
fUhrte aber vom Tag der ersten Gabe an zu einer signifikanten
Erhohung des HDLz-Cholesterins (Abb. 4.18), das - wie auch
aus den vorher beschriebenen Untersuchungen hervorgeht - ein
Marker fUr die Stimulierung des "reverse cholesterol trans-
port" sein konnte. Der Cholesterinester-Gehalt der Aorten der
behandelten Tiere wurde deutlich reduziert (Abb. 4.19).
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Abb. 4.18: Plasma-HDL2-Cholesterin der 12 mlinnlichenNeuseellinder Kaninchen in dem in der Legende zu
Abb 4.17 beschriebenen vereuah ,
HDL-Cholesterin wurde nach prlizipitation der ApoB-
haltigen Lipoproteine mit Phosphorwolframsliure/
MgC1 2 aus dem Zentrifugationsiiberstand neon derCHOD-PM-Methode bestimmt. HDL -Cholesterin wurde
nach Prlizipitation von ApoB-ha1tigen Lipoproteinen
mit Polyethylenglykoi und HDLZ aus demZentrifugationsuberstand best~mmt (Methode nach
Kostner et ai. (1985)).
Die Werte sind Mitteiwerte von 6 Tieren, wobei Dop-
pelbestimmungen durchgefilhrt wurden.
A Kontrollgruppe
• Octimibat-behandeite Gruppe
Bei weiteren Untersuchungen mit PrUfsubstanzen stellte sich
heraus, da~ die Reduktion des Aorten-Cholesterins ein besse-
rer Parameter fUr Wirksamkeit ist als die Erhohung des HDLz-
Cholesterins, da trotz Reduktion des Cholesteringehalts der
Aorten bei mehreren Untersuchungen keine Beeinflussung der
Plasma-Lipoproteine auftrat. In einigen Fallen erwiesen sich
Substanzen, die gute In-vitro-Wirksamkeit gezeigt hatten,
in vivo als nicht wirksam, da sie als Fettsaure-Derivate
relativ schnell metabolisiert wurden und nur geringe Mengen
Muttersubstanz im Plasma vorzufinden waren.
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Abb. 4.19: Aorten-Cholesterin- und -Cholesterinesterwerte der
12 Neuseellinder-Kaninchen in dem in der Legende eu
Abb. 4.17 beschriebenen Versuch.
Nach 14tligiger Behandlung wurden die Kaninchen geto-
tet und die Lipide nach Zerkleinerung und Extraktion
der Aorten mi t ChloroformlMethanol (2:1, vi v ) und
Auftrennung der Extrakte mittels HPTLC-Platten be-
stimmt. Mobile Phase war n-Hexanl n-Heptanl Diethyl-
etherl Essigsliure = 63118,5118,511; vlv. Zur densi-
tometrischen Bestimmung wurde die Methode nach
Halpaap (1978) eingesetzt, wobei Cholesterinformiat
als interner Standard zur Ausbeutekontrolle der
Aufarbeitungschritte verwendet wurde.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung des
Mittelwertes.
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4.5 Bildung von ApoE- und Cholest:erin-reichen HDL-Partikeln
durch Cholest:erin-beladene Makrophagen
4.5.1 Prinzip des Test:verfahrens und Aussagemoglichkeit:
Die Inkubation von Cholesterin-beladenen Maus-Perxtoneal-
Makrophagen in Gegenwart von apoE-armen HDL-Partikeln ftihrt
zur Ausschleusung von Cholesterin aus den Zellen und zur Bil-
dung von apoE- und Cholesterin-reichen HDL-Partikeln, die
wegen ihrer Fahigkeit, an Heparin-Sepharose zu binden, aus
dem Kulturmedium isoliert und durch Bestimmung des Protein-
und Cholesteringehaltes quantifiziert werden kennen. Bei Ver-
wendung von radioaktiv markiertem Cholesterin zur Beladung
der Makrophagen und Prainkubation der Zellen in Gegenwart von
35S- Met hi oni n la~t sich der Test empfindlicher gestalten.
In Gegenwart von Substanzen, die die Sekretion von apoE- und
die Cholesterin-Ausschleusung ferdern, werden mehr apoE- und
Cholesterin-reiche HDL-Partikel gebildet. Solche Substanzen
kennten tiber eine Stimulierung des "reverse cholesterol
transport" zurtick zur Leber antiatherosklerotische Eigen-
schaften haben und zur Pravention und Therapie der Hyperli-
pidamie-induzierten Atherosklerose eingesetzt werden.
4. 5. 2 Ma t:erial und Het:hoden
4.5.2.1 Zellen
Folgende Makrophagen-ahnlichen bzw. monozytaren Zellinien
wurden bei der "American Type Culture Collection (ATCC)"
bezogen, in unserer Zellkultur etabliert und auf ihre Eignung
hin geprtift, Mausperitonealmakrophagen bei Untersuchungen zur
Bildung und Sekretion von apoE- und Cholesterin-reichen HDL
zu ersetzen:
Bezeichnung
IC21
J774A.1
P388D1
PU5-1R
WEHI-3
U937
Bestellnummer
TIB 186
TIB 67
TIB 63
TIB 61
TIB 68
CRL1593
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Spezies
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Mensch
Die Zellen sind in 10 %igem DMSO in Kulturmedium bei -196°C
mit unbekannter Passagenzahl kryokonserviert.
Darliber hinaus fanden frisch angelegte Primarkulturen von
Peritonealmakrophagen der Maus Verwendung.
4.5.2.2 Kulruxmedium und Puffer
a) Kulrur.medium, Medienadditiva und Antibiotika :
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03 , Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach
konzentriert,
Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Natriumpyruvat (Seromed, Nr. L0473)
8. L-Glutamin (Boehringer Mannheim, Nr. 210277)
9. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM Pulverkonzentrat (flir 5 1 Medium)
+ 18,5 g NaHC03
+ 0,5 g Streptomycinsulfat
+ 0,3 g Penicillin G (500.000 IU)
werden mit bidestilliertem Wasser auf 5 I aufgeflillt und
nach 15-30minlitigem Rlihren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~m,
Schleicher & Schlill, Nr. 401352).
Die NEAA , Natriumpyruvat und L-Glutaminlasungen werden
vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Das FKS wird zur Inaktivierung von Proteasen zwei Stunden
bei 56°C hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 %ig (v/v)
dem Fllissigmedium zugesetzt.
BSA wird als sterile 10 %ige Stammlasung in bidest. Wasser
bei 4 °C gelagert und dem Fllissigmedium vor Gebrauch zuge-
setzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
schlie~lich NaHC03, NEAA, L-Glutamin, Natriumpyruvat und
Antibiotika bezeichnet. AIle anderen Zusatze (FKS, BSA,
acetyliertes LDL) werden gesondert aufgeflihrt.
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b) Zusammensetzung des PBS-Puffers
Zum Wasehen der Zellen wird "phosphate buffered saline"
(PBS) verwendet:
8,0 g NaCI (Merck, Nr. 6404)
0,2 g KCI (Merck, Nr. 4936)
1,15g NazHP04 (Sigma, Nr. S0876)
0,2 g KHzP04 (Merck, Nr. 4873)
werden mit bidest. Wasser auf ein Liter aufgeflillt - der
pH-Wert der Losung betragt 7,0.
4.5.2.3 Subkultivierung der Makrophagen-Zellinien
AIle im folgenden besehriebenen Arbeitsgange erfolgen unter
sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank, sterile Verbrauehsware,
Pipetten)
1. Medium absaugen (bei der in Suspension kultivierten U937-
Zellinie naeh Zentrifugation bei 2.000 Upm (Labofuge 6000,
Heraeus) )
2. 3 ml PBS-Puffer zusetzen (bei NUNC-Petrisehalen, d=10 em,
Nr. 150350)
3. Die Zellen mittels sterilem Gummiwiseher vorsiehtig
absehaben (entfallt bei der U937-Zellinie)
4. Zentrifugation der Zellsuspension bei 2.000 Upm (Labofuge
6000, Heraeus), 1 Minute
5. Absaugen des tlberstandes, suspendieren des Zellpellets in
5 ml DMEM!10 % FKS
6. Zentrifugation wie 4.
7. tlberstand absaugen, Zellpellet in 5 ml DMEM!10 % FKS auf-
nehmen und auf flinf neue Petrisehalen verteilen, in denen
10 ml DMEM!10 % FKS vorgelegt wurden.
4.5.2.4 Einfrieren der Makrophagen-Zellinien
Punkt 1. - 6. wie unter 4.5.2.3 besehrieben. Dann weiter:
7. Pellet suspendieren in 1 ml DMEM!10% FKS!10 % DMSO und in
eine Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettieren
8. Mit Einfrierstopfen (Union Carbide) auf Position "G" 2 h
im Stiekstoffbehalter belassen, danaeh aIle 15 min eine
Position tiefer setzen
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4.5.2.5 Isolierung von PeritoneaLmakrophagen der Maus
Fur die Isolierung von Peritonealmakrophagen zur Herstellung
von Primarkulturen werden NMRI-Mause (mannlich, ca. 20 9i
Zuchter Hagemann) verwendet.
Nach·dem Toten der Maus in Etherdampf wird diese mit ausge-
streckten Extremitaten auf einer Unterlage befestigt. Die
Bauchhaut wird mit 70 %igem Ethanol desinfiziert und an-
schlie~end vom Brust- bis zum Bauchraum abprapariert, ohne
die darunterliegende Muskulatur zu verletzen. In den inneren
Bauchraum werden 4 ml 0,9 %ige NaCl + 0,5 E Liquemin (Hoff-
mann LaRoche) steril injiziert, ohne Organe zu verletzen. Der
Bauchraum wird massiert, dann die Muskelschicht abgehoben,
etwas eingeschnitten und die NaCl-Lsg. mit den Zellen mit ei-
ner sterilen Pasteurpipette aufgesogen und in ein steriles
Rohrchen uberfuhrt.
Die Peritonealspulungen von 3 Mausen werden in einem Zentri-
fugenrohrchen vereinigt, 5 min bei 2.000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Die Zellen werden in DMEN/10 %
FKS resuspendiert (1 ml Medium/Rohrchen) und auf die entspre-
chenden Multischalen verteilt. Es werden jeweils die Zellen
von 2 Mausen auf einer Multischaleneinheit (Nunc, Nr. 150229)
zusammengefa~t (Konzentration der Zellen ca. 1 - 3 x 10 6 Zel-
len/Einheit).
4.5.2.6 Priiparation von humanen Low-High-Density
Lipoproteinen (LDL/HDL3)
Human-Vollblut der Blutbank Koln (Antikoagulanz: Citrat) wird
in einer Laborzentrifuge (Labofuge 6000, Heraeus) 15 min bei
3.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand (Citrat-Plasma) wird
mit Kaliumbromid (KBr, Merck, Nr. 4905) auf eine Dichte von
1,02 g/ml eingestellt und wie folgt zentrifugiert: Ultra-
zentrifuge L8-70M und 70Ti-Rotor, Quickseal-Rohrchen, Fa.
Beckman, 16 h, 65.000 Upm, die Trennung erfolgt bei 4°C.
Es werden 10 ml Uberstand (VLDL, Chylomikronen) mittels Pa-
steurpipette abgenommen und verworfen.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,063 g/ml
eingestellt und erneut unter oben beschriebenen Bedingungen
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zentrifugiert. Die oberen 5-8 ml (je nach LDL-Gehalt des
Plasmas) werden mittels Pasteurpipette abgenommen und nach
der Dialyse gegen unten aufgeftihrten Puffer zur Acetylierung
(4.5.2.7) eingesetzt.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,125 g/ml
eingestellt und erneut unter oben beschriebenen Bedingungen -
jedoch mindestens 36 h lang - zentrifugiert. Die oberen
5-8 ml (je nach HDLz-Gehalt des Plasmas) werden mittels
Pasteurpipette abgenommen und verworfen.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,21 g/ml
eingestellt und erneut unter den bei der HDLz-Abtrennung
beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. Die oberen 5-8 ml
(je nach HDL3-Gehalt des Plasmas) werden mittels Pasteurpi-
pette abgenommen und gegen folgenden Puffer dialysiert:
36,0 9 Matriumchlorid (MaCl, Merck Nr. 6404)
1,5 9 Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma, Mr. ED2SS)
1,2 9 Dinatriumhydrogenphosphat (MazHP04, Sigma Mr. S0876)
werden mit vorgektihltem (4 DC) bidest. Wasser auf 4 1 auf-
geflillt (pH 7,2).
Der Dialysepuffer wird jeweils frisch angesetzt, wobei ftir
100 ml HDL3-Praparation achtmal 4 1 Dialysepuffer eingesetzt
werden; die Dialyse erfolgt tiber ingesamt 2 Tage. Es wird ein
Dialyseschlauch mit einer Ausschlu~grenze von 10.000 g/mol
(Serva, Mr. 44110) verwendet.
Mach einer Proteinbestimmung nach Lowry wird das HDL3 steril-
filtriert (0,2 ~m Einwegfilterhalter, Sartorius, Mr. 16534K);
die maximale Haltbarkeit betragt 8 Wochen.
4.5.2.7 Herstellung von acetylierten LDL
1 ml LDL-Losung (10-16 mg Protein/ml) und 1 ml kaltgesattigte
Matriumacetatlosung werden im Eisbad gertihrt, wobei darauf
geachtet wird, da~ die gesamte Losung standig in Bewegung
ist.
Acetanhydrid wird langsam (etwa 3 ~l/5 min) zugetropft, wobei
die benotigte Menge nach folgender Regel ermittelt wird:
mg LDL-Protein x 1,5 = ~l Acetanhydrid.
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Nach Zugabe des gesamten Acetanhydrids wird die gesamte Lo-
sung noch weitere 30 min gerlihrt.
tiber Nacht wird gegen
0,9 % NaCI
0,3 romol/l EDTA (pH 7,4) bei 4 °C dreimal dialysiert.
Zur Kontrolle wird anschlie~end eine Agarose-Elektrophorese
durchgeflihrt. Bei erfolgreicher Acetylierung der LDL kann die
Proteinbande der acetylierten LDL bei einem hoheren Rf-Wert
(etwa auf der Hohe der HDL) lokalisiert werden. Andernfalls
schmiert die Bande vom Start an, was auf eine Denaturierung
der LDL hinweist.
In einigen Experimenten wurden die acetylierten LDL mit 3H_
Cholesterinoleat markiert.
Dazu wird eine toluolische Losung des markierten Esters
(DuPont, Nr. NET-746) in einem Sovirell-Reagenzglas unter
Stickstoffgasstrom und leichtem Drehen abgeblasen. Anschlies-
send werden pro 2 kBq 3H-Cholesterinester 0,1 mg Acetyl-LDL
(Bezugsgro~e: Protein nach Lowry) zugesetzt und nach Inkuba-
tion unter leichtem Rlihren bei Raumtemperatur liber Nacht
zweimal gegen die oben aufgeflihrte NaCI-Losung dialysiert.
4.5.2.8 Priiparat:ion von apoE-armen HDL3
Als Cholesterinakzeptor werden apoE-arme HDL3 eingesetzt:
a) Puffer (pH 7,4) zur Priiparat:ion von apoE-armen HDL3:
Puffer 1: 0,05 mol/l NaCI ( Merck, Nr. 6404),
0,025 mol/l MnClz (Sigma, Nr. M3634),
5 romol/l Natriumacetat (Merck, Nr. 6720)
Puffer 2: 0,29 mol/l NaCI, 5 romol/l Natriumacetat
b) Vorbereit:ung und Durchfilhrung der Siiulenchromatographie:
Heparin-Sepharose (Pharmacia, Nr. 17-0467-01) wird in
"Puffer I" gequollen (5 g Trockensubstanz ergaben 15 ml
Gel), in eine Saulenvorrichtung (Pharmacia, Nr. 19-0870-
01) geflillt und mit 150 ml "Puffer 1" aquilibriert. Die
daflir eingesetzte Schlauchpumpe (Pharmacia, Modell 2132-
002) wird mit einem Flow von 30 ml/h betrieben. Die HDL3-
Fraktion wird zweimal gegen je 1 1 "Puffer 1" dialysiert,
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und ca. 10 mg HDL-Protein werden in diesem Puffer fiber
Nacht mit einer Flu~rate von 10 ml/h fiber die Saule
zirkuliert. Die nicht gebundene Fraktion (apoE-arme HDL3 )
wird gegen den unter 4.5.2.2.5 beschriebenen Dialysepuffer
dreifach dialysiert und mittels Ultrafiltration (Fa.
Amicon, Minicon-Zellen Typ B15) auf einen Proteingehalt
von ca. 10 mg/ml aufkonzentriert.
Die Heparinsaule wird nach Regenerierung mit 200 ml Puf-
fer 2" und anschliessender Xquilibrierung gegen "Puffer 1"
weitere viermal eingesetzt.
4.5.2.9 Zellproteinbestimmung nach Lo~
Losungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2 % Na2C03
0,1 mol/l NaOH
1 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CuS04 x 5 H20
einzeln losen, dann zusammengeben
50 Teile Reagenz A
+ 1 Teil Reagenz B
Prfiflosung:
100 ~l Probe mit 2 ml Reagenz C gut mischen und 10 min
stehen lassen,
100 ~l Folin-Reagenz (Fa. Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen,
100 ~l Triton-X-100 (1 %ig in dest. Wasser) zugeben.
Absorptionsbestimmung gegen Reagenz + Folin + Triton als
Leerwert im Spektralphotometer (Beckman, Modell 34) - Wel-
lenlange: 660 nm
Eichlosung:
0,1 % BSA-Lsg.
10-50 ~l = 10 - 50 ~g BSA/Ansatz
4.5.2.10 Isolierung apoE-reicher Sekretionsprodukte
a) Puffer (pH 7,4) zur Isolierung apoE-reicher Lipoproteine
Puffer 1: 0,05 mol/l NaCI (Merck, Nr. 6404),
0,025 mol/l MnCl2 (Sigma, Nr. M3634),
0,005 mol/l Natriumacetat (Merck, Nr. 6720)
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Puffer 2 : 0,095 mol/l NaCl,
0,005 mol/l Natriumacetat
Puffer 3: 0,025 mol/l MnClz,
0,005 mol/l Natriumacetat
b) Vorbereitung und Durchfilhrung der Isolierung:
5 U Heparin-Sepharose (Pharmacia, Mr. 17-0467-01) werden
in 100 ml "Puffer 1" iiber Nacht gequollen.
500 ~l dieser Sepharose-Suspension werden mit 500 ~l
Medium und 5 ml "Puffer 3" iiber Nacht in Plastikrohrchen
(Sarstedt, Nr. 55.473) bei 4 DC inkubiert. Die nieht
gebundenen Mediumbestandteile werden durch zweimaliges
Waschen mit je 2 ml "Puffer 1" nach jeweiliger Abzentrifu-
gation (2.000 Upm, Heraeus-Zentrifuge Labofuge 6000) des
Sepharosegels entfernt. Die apoE-haltigen Sekretionspro-
dukte der Zellen werden ansehlie~end vom Gel durch zwei-
malige Extraktion mit je 1 ml "Puffer 2" eluiert.
4.5.2.11 Proteinbestimmung nach Bradford
500 ~l des Heparin-Sepharose-Eluats werden mit 2 ml 1:4 ver-
diinntem Bradfordreagenz (Biorad, Nr. 500-0006) 10 min inku-
biert und die Absorption im Spektralphotometer (Beckman,
Modell 34) bei einer Wellenlange von 595 nm bestimmt.
Eichlosung:
0,1 % BSA-Losung in Puffer 2 (s. 4.5.2.10)
2-20 ~l = 2 - 20 ~g BSA/Ansatz
4.5.2.12 HPTLC-Bestimmung von Cholesterin und Cholesterin-
ester
Die getroekneten Extrakte aus dem Zellhomogenat bzw. apoE-
haltige Zellkulturiiberstande werden in 30 ~l Chloroform auf-
genommen und davon jeweils 0,5 ~l mit dem Nanomat (Fa. Camag)
mittels 0,5 ~l-Kapillaren auf HPTLC-Fertigplatten (Platten
Kieselgel 60, 20xl0 em, Fa. Merck) in einem Abstand on 0,5 em
aufgetragen. Die HPTLC-Platten la~t man zuvor in dem Laufmit-
tel n-Hexan, n-Heptan, Diethylether, Eisessig (63:18,5:18,5:
1,5 v/v) zur Reinigung vorlaufen, anschlie~end 1 h bei 100 DC
aktivieren und vor Auftragen der Proben wieder auf Raumtempe-
ratur abkiihlen.
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Als Eichlosung wird eine Mischung aus Cholesterin, Choleste-
rinester und Cholesterinformiat in einem Bereich von 0,0125-
0,2 ~g aufgetragen. Die Auftrennung erfolgt in einer Linear-
kammer mit 4 ml Laufmittel (s.o.) fur 10 min. Nach Trocknung
der Platte fur 10 min bei 100°C werden die aUfgetrennten
Komponenten durch Eintauchen (10 sec) in unten aufgefuhrtem
HPTLC-Tauchbad und Entwicklung im Trockenschrank fur 20 min
bei 105°C sichtbar gemacht.
HPTLC-Tauchbad:
3,2 9 MnCl2
480 ml Methanol
480 ml Aqua dest.
32 ml H2S04 konz.
Nach Abkuhlung der Platten wird die Masse der Komponenten
durch Fluoreszenz-Densitometrie (Anregungswellenlange 366 nm,
Emissionswellenlange 510 nm) mit einem Dunnschicht-Scanner
(Fa. camag) und Auswertung der Peak-Flachen mit dem Integra-
tor SP 4100 (Spectra Physics) bestimmt.
4.5.2.13 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
a. Zusammensetzung des Trenngels:
Losung A:
24,3 9 Tris(hydroxymethyl)aminomethan
8,2 9 Natriumacetat
3,7 9 Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)
mit Essigsaure auf pH = 7,4 einstellen und mit bidest.
Wasser auf 500 ml auffullen.
Losung B:
40 9 Acrylamid
1,5 9 N,N'-Methylenbisacrylamid
mit bidest. Wasser auf 100 ml auffullen.
Losung C:
2 9 Natriumdodecylsulfat
mit bidest. Wasser auf 10 ml auffullen.
Losung D:
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TMED)
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LBsung E:
1,5 9 Ammoniumperoxodisulfat
mit bidest. Wasser auf 100 ml auffullen.
Die Trenngelmischung wird wie folgt hergestellt:
6 ml LBsung A
15 ml LBsung B
3 ml LBsung C
0,2 ml LBsung D
3 ml LBsung E werden mit bidest. Wasser auf 60 ml
aufgefullt.
Die LBsung polymerisiert in einer Kassette (LKB 2117-204
Polymerisationskassette), pro Platte kBnnen 20 Proben a 10 ~l
aufgetragen werden. Die Proteinkonzentration der Proben liegt
im Bereich 1 bis 10 ~g/~l.
b) Elektrodenpuffer
200 ml LBsung A (s.o.)
1800 ml bidest. Wasser
4 9 Natriumdodecylsulfat
Pro Pufferkammer (LKB-Multiphor-System) werden 1000 ml des
Elektrodenpuffers benotigt.
c. Probenpuffer
6 ml LBsung A
3 ml Losung C mit bidest. Wasser auf 20 ml auffullen.
Zur reduktiven Proteinspaltungen wird dem Probenpuffer zu-
satzlich 5 %ig ~-Mercaptoethanol zugesetzt.
d. Farbereagenz
2,5 9 Coomassieblau G250
90 ml Essigsaure
500 ml Methanol
410 ml bidest. Wasser
e. Fixierbad
250 9 Trichloressigsaure mit dest. Wasser auf 1000 ml auf-
fullen.
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f. Entfarber
700 ml dest. Wasser
200 ml Methanol
100 ml Essigsaure
q. Durchfuhrung der elektrophoretischen Trennunq:
Das Probenmaterial wird 5 min bei 90-95 °C (Wasserbad) mit
Probenpuffer behandelt (verschlossenes Eppendorf-Reaktionsge-
fa~, Proteinkonzentration der Probe ca. 10 ~g; exakte Pro-
teinbestimmung wegen SDS-Gehalt des Puffers jedoch unmog-
lichl). Die elektrophoretische Trennung erfolgt nach Zentri-
fugation aus dem Uberstand.
Die Trennung wird bei einer Feldstarke von 5-6 V/cm durch-
gefuhrt.
Laufzeit: 4 Stunden (max. 5 Stunden)
Als Frontmarker wird einer Probe Bromphenol zugesetzt.
Nach der Trennung wird die Platte 16 h fixiert, 2 h gefarbt
und anschliessend mittels 2 x 0,5 1 Entfarberlosung entfarbt.
Die Laufstrecken der angefarbten Proteinbanden werden mit dem
Lineal bestimmt.
h. Molmassenmarker-Kit (Fa. Pharmacia):
Markerprotein
Phosphorylase b
Albumin
Ovalbumin
Anhydrase
Trypsin Inhibitor
Lactalbumin
M(X)
94.000
67.000
43.000
30.000
20.100
14.400
Auswertung:
Die Laufstrecken der Markerproteine werden mit den Logarith-
men der bekannten Molmassen mittels linearer Regressions-
analyse ausgewertet. Aus der erhaltenen Eichgeraden werden
mit Hilfe der Laufstrecken der sezernierten Produkte deren
Molmassen bestimmt.
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4.5.2.14 VersuchsdurchfUhrung
Mausperitonealmakrophagen bzw. die entsprechende Makrophagen-
ahnliche Zellinie werden in 6er Multischalen (Nunc,
Nr. 150229) in DMEM/10 % FKS angezuchtet. Nach 24 h wird der
konfluente Monolayer mit PBS-Puffer gewaschen und mit DMEM/
0,025 % BSA/50 ~g/ml Acetyl-LOL/ 370 kBg/ml 35S-Methionin
(DuPont, Nr. NEG-009A) 24 h beladen. Die Zellen werden
mittels sterilem Gummiwischer abgenommen, mit PBS-Puffer
gewaschen, wieder auf Multischalen verteilt (in OMEM/0,025 %
BSA) und 8 h zum Anheften inkubiert.
Zum eigentlichen Efflux-Experiment wird mit folgendem Akzep-
tor-Medium 16 h inkubiert: OMEM/ 0,025 % BSA/ 200 ~g/ml apoE-
armes HDL3 und Prufsubstanzen (in Ethanol gelost, wobei die
Losungsmittel-Endkonzentration 1 % betragt).
Zellen und Medium werden abgenommen und nach Abtrennung der
Zellen durch Zentrifugation (2.000 Upm, Heraeus Labofuge
6000) wie folgt aufgearbeitet:
Die pelletierten Zellen werden in 500 ~l PBS-Puffer aufge-
nommen und zweimal je 10 sec bei 30 W ultrabeschallt. Ein
100 ~l-Aliguot dient der Proteinbestimmung nach Lowry
(4.5.2.9). Weitere 300 ~l des Homogenates werden mit 1 ml
bidest. Wasser und 3 ml Chloroform/Methanol 2 + 1
(Lichrosolv, Fa. Merck, unter Zusatz von 30 ~l einer
ethanolischen Losung von Cholesterinformiat, c = 0,4 mg/ml,
als interner Standard) versetzt und extrahiert. Nach Abnahme
der unteren organischen Phase wird der Extraktionsschritt mit
2 ml Chloroform/Methanol, 2 + 1 (ohne Zusatz) wiederholt. Die
vereinigten organischen Phasen werden unter
Stickstoffgasstrom abgeblasen und der Gehalt an Cholesterin/
Cholesterinester wie unter 4.5.2.12 beschrieben bestimmt.
Von 500 ~l Medium wird zur Bestimmung des Efflux von apoE-
haltigen Lipid-Protein-Komplexen eine Abtrennung derselben
nach 4.5.2.10 durchgefuhrt. Die Radioaktivitat von 200 ~l
Eluat (Heparin-gebundenes 3H-Cholesterin bzw. 35S-markierte
Proteine) wird dabei im Betazahler (LKB, Modell 1219) mit
einem Dual-Me~programm fur 3H/35S bestimmt. Die Menge Hepa-
rin-gebundener Proteine wird nach 4.5.2.11 in 500 ~l Eluat
gemessen. 500 ~1 Heparinsepharose-Eluat werden analog zu dem
- 364 -
bei Zellen angewandten Verfahren extrahiert und der Lipid-
gehalt mittels HPTLC-Methode (4.5.2.12) bestimmt. Zurn Nach-
weis und zur Quantifizierung apoE-ahnlicher* Sekretionspro-
dukte werden 500 ~l Medium lyophilisiert und mit dem unter
4.5.2.13 vorgestellten Verfahren elektrophoretisch aufge-
trennt. Die im Elektropherogramm auftretende Bande bei einer
Molmasse von 35.000 g/mol wird ausgestanzt und die Radioak-
tivitat (35S-markierte Proteine) im Szintillationszahler
(s.o.) bestimmt.
4.5.3 Ergebnisse und Diskussion
Inkubiert man mit Cholesterin-beladene Maus-Peritonealmakro-
phagen in Gegenwart von HDL, so nimmt der zellulare Choleste-
rin-Gehalt starker ab, wenn man dem Inkubationsmediurn einen
ACAT-Inhibitor zusetzt (Schmitz et al., 1985). Diesem Test
liegt eine Erhohung der HDL-Rezeptordichte (Kap. 4.7) und ein
verstarkter Abtransport des Cholesterins durch HDL3-partikel
zugrunde.
Urn zu demonstrieren, da~ unter diesen Versuchsbedingungen
nicht nur verstarkt Cholesterin aus den Makrophagen
ausgeschleust wird, sondern da~ die Makrophagen zusatzlich
gro~ere Mengen Apolipoprotein E synthetisieren, das dann mit
den HDL-Partikeln assoziiert wird, wurden frisch gewonnene
Maus-Peritonealmakrophagen mittels Acetyl-LDL mit radioaktiv
markiertem Cholesterin beladen. Nach Inkubation dieser Zellen
mit ApoE-armen HDL-Partikeln - diese binden unter den gewahl-
ten Bedingungen nicht an Heparin-Sepharose - wurden die Lipo-
proteine hoher Dichte an einer Heparin-Sepharose-Saule frak-
tioniert (Weisgraber et al., 1980) und der Proteingehalt und
der Gehalt an radioaktiv markiertem Cholesterin in den an
Heparin-Sepharose bindenden HDL-Partikeln (= ApoE-reiche HDL)
bestimmt.
Die Abbildungen 4.20 und 4.21 zeigen, da~ die Inkubation
dieser Zellen in Gegenwart des ACAT-Inhibitors Octimibat zu
einer dosisabhangigen zunahme der ApoE-reichen HDL-Partikel -
* Der Begriff "apoE-ahnlich" wird verwendet, da kein unurn-
sto~licher Beweis erbracht worden ist, da~ es sich bei die-
sem Protein mit dem Molekulargewicht von Mr = 35.000 urnApoE handelt (siehe Seite 370).
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bestimmt anhand des Proteingehaltes - und des Gehaltes dieser
Lipoproteine an radioaktiv markiertem Cholesterin fUhrt.
700
~ 600
eni 500
z 400~
0. 300
l{J
~ 200
CI
Z
:::lffi 100
<.!l
o
!l'mol/O 1 10
Kontrolle Octimlbat
0.1 1
Sandoz
58-035
1 10
Nlfedlpin
1 10
Bezaflbrat
Abb. 4.20: HDL-assoziierte, an Heparin-Sepharose bindende
Proteine
Residente Peritonealmakrophagen aus Mausen wurden mit
PBS-Puffer, welcher 0,5 U7ml Heparin enthielt, gew9~­
nen und in DMEM, welches 0,1 % BSA und 740 kBq/ml S-
Methionin enthielt, fur 20 h in einem Brutschrank
inkubiert. Das Medium ~rde gegen DMEM' welches
50 ~g/ml acetyliertes- H-LDL enthielt (0,376 ~mol
Cholesterinester (0,23 kBq) und 0,156 ~mol Cholesterin(12,4 kBq)), ausgetauscht.und die Inkubation fur wei-
tere 20 h fortgesetzt. Die Zellen wurden intensiv
gewaschen und 20 h mit DMEM/ 0,025 % BSA kultiviert.
Wahrend der dann folgenden 16stfindigen Efflux-Phase
wurden dem Medium zusatzlich 200 ~glml ApoE-arme HDL
und die angegebenen Substanzen zugesetzt.
Zur weiteren Aufarbeitung (s. unten) wurden die
Efflux-Medien steril entnommen. Die Zellen wurden
mittels Gummiwischer ebaeechebt: mit PBS-Puffer
gewaschen und mittels U1trabeschallung homogenisiert.
Das Zellprotein wurde nach Lowzy et al. (1951)
bestimmt.
Zur Quantifizierung des an Heparin-Sepharose bindenden
Materials wurden 2 ml des Efflux-Mediums bei einer
Dichte von 1,21 g/ml zur Ruckgewinnung der HDL-
Fraktion ultrazentrifugiert, dialysiert und mit 100 mg
Heparin-Sepharose bei ~ °C in 5 mmol/l
Natriumacetatpuffer (pH 7,4), welcher 50 mmol/l
Natriumchlorid und 25 mmol/l Mangan-II-chlorid ent-
hielt, fur 16 h inkubiert. Das Sepharosematerial wurde
anschliessend mit demselben Puffer gewaschen, und die
ApoE-haltigen Lipoproteine wurden zweimal mit je 1 ml
eines 5 mmol/l Natriumacetat-Puffers unter Zusatz von
0,095 molll Natriumchlorid extrahiert. Der
Proteingehalt der vereinigten Extrakte wurde nach
Bradford (1976) bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung des
Mittelwertes; (ZP = Zellprotein).
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Abb. 4.21: HDL-assoziiertes, an Heparin-Sepharose bindendes
3H-Cholesterin.
Inkubationen und Praparation des an Heparin-Sepha-
rose gebundenen Materials wurden, wie in der Legende
zu Abb. 4.20 beschrieben, durchgefiihrt.
Die 3H- Chol es t er i n- Radi oak t i vi t at wurde in einem
Fliissigszintillationszahler (LKB 1219) mit einem
implementierten Zahlprogramm fiir Doppelmarkierungen
quantifiziert.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung des
Mittelwertes.
Dieses Ergebnis konnte bestatigt werden durch Untersuchung
der Verdrangungseigenschaften dieser durch Inkubation mit den
Cholesterin-beladenen Makrophagen und dem ACAT-Inhibitor
gewonnenen HDL-Partikeln am B/E-Rezeptor (LDL-Rezeptor) von
HepG2-Zellen. Bekanntlich bindet der hepatische LDL-Rezeptor
nicht nur ApoB-haltige Partikel (LDL) sondern - sogar mit
hoherer Affinitat - ApoE-haltige Partikel, so da~ es zu einer
Kompetition zwischen LDL und ApoE-reichen HDL am LDL-Rezeptor
kommt.
Die Messung des 35S-Methionin-Einbaus in den an Heparin-Se-
pharose bindenden Proteinanteil (Abb. 4.22) und die Bestim-
mung des Cholesterin-Gehaltes in den an Heparin-Sepharose
bindenden Lipoproteinen anhand einer Massenbestimmung
(Abb. 4.23) bestatigen die erzielten Ergebnisse. Die als
Referenzsubstanzen eingesetzten Verbindungen Sandoz 58-035,
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Nifedipin und Bezafibrat zeigten unter diesen Bedingungen nur
einen geringen oder keinen Effekt.
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Abb. 4.22: HDL-assoziiertes, an Heparin-Sepharose bindendes
35S-Methionin.
Inkubationen und Praparation des an Heparin-Sepha-
rose gebundenen Materials wurden, wie in der Legende
zu Abb. 4.20 beschrieben, durchgefiihrt.
Die 35S-Me thionin-Radioaktivitat wuxde in einem
Fliissigszintillationszahler (LKB 1219) mit einem
implementierten Zahlprogramm fiir Doppelmarkierungen
quantifiziert.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung des
Mittelwertes.
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Abb. 4.23: HDL-assoziiertes, an Heparin-Sepharose bindendes
Gesamtcholesterin.
Inkubationen und Praparation des Heparin-Sepharose
gebundenen Materials wurden, wie in der Legende zu
Abb. 4.20 beschrieben, durchgefiihrt.
Das Gesamtcholesterin wurde nach Extraktion von
500 lil der gebundenen Lipoproteine ml t 3 ml Chloro-
form/ Methanol (2:1; v/v) und Auftrennung der Lipide
auf HPTLC-Platten (mobile Phase: n-Hexan/n-Heptan/
Diethylether/Essigsaure = 63/18,5/18,5/1; v/v)
bestimmt. Die densitometrische Auswertung erfolgte
nach Halpaap (1978), wobei Cholesterinformiat als
interner Standard zur Ausbeutekontrolle der Extrak-
tionsschritte eingesetzt wurde.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung vom
Mittelwert.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen deuten darauf hin, da~
der normalerweise physiologisch ablaufende Prozess der Aus-
schleusung von Cholesterin aus peripheren Zellen tiber HDL3-
Partikel, die dann nach Assoziation mit ApoE und Phospholipi-
den der Makrophagen und Umbauprozessen, an denen auch das
plasmatische Enzym Lecithin:Cholesterin-Acyltransferase
(LCAT) beteiligt ist, zu HDLz-Partikeln werden, in Gegenwart
von ACAT-Inhibitoren in verstarktem Umfang ablauft. Somit
erweitern diese Untersuchungen die Kenntnisse tiber Substan-
zen, die in dem Testsystem "Cholesterin-Einschleusung und
Cholesterin-Veresterung in Makrophagen" gefunden worden sind,
und machen wahrscheinlich, da~ in vitro aktive Substanzen
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auch in vivo wirksam sein dUrften, wenn sie den Zielort
erreichen.
Urn Hinweise darauf zu bekommen, da~ die an Heparin-Sepharose-
bindenden HDL-Partikel tatsachlich gr8~ere Mengen ApoE ent-
halten, wurden diese Lipoproteine delipidiert und die Prote-
ine einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese unterworfen.
Dabei konnte eine 35S- Met hi oni n- ha l t i ge Proteinbande nachge-
wiesen werden, die aufgrund des Molekulargewichtes von
Mr = 35.000 dem Apolipoprotein E zugeordnet werden mu~. Bei
Inkubation der Cholesterin-beladenen Makrophagen in Gegenwart
von ACAT-Inhibitoren konnte eine hahere Radioaktivitat gefun-
den werden, die den stimulierenden Effekt dieser Substanzen
auf die ApoE-Sekretion zu bestatigen scheint. Da aber bislang
noch kein unumst8~licher Beweis erbracht worden ist, da~ es
sich bei dem an Heparin-Sepharose-bindenden Protein um ApoE
handelt, solI im folgenden von einem "ApoE-ahnlichen Protein"
gesprochen werden.
Ein weiteres Ziel der im Projektzeitraum durchgeftihrten
Untersuchungen war es, die Maus-Peritonealmakrophagen m8g-
lichst durch eine permanente Makrophagen-Zellinie zu erset-
zen. Zur Realisierung eines In-vitro-Modells, welches Aussa-
gen Uber den "reverse cholesterol transport" erlaubt, mu~
eine solche Zellinie Uber einen sogenannten "scavenger recep-
tor", welcher die Aufnahme chemisch modifizierter LDL-Parti-
kel in die Zelle vermittelt, und tiber eine intakte Synthese
des Apolipoproteins E verftigen, dem eine ma~gebliche Rolle
beim RUcktransport des Cholesterins aus der Peripherie zur
Leber zukommt (Koo et al., 1985). Da fUr literaturbekannte
Makrophagen-Zellinien noch keine Daten zu dieser speziellen
Fragestellung vorliegen, wurden die bei uns etablierten
Makrophagen-Zellinien U937, P388D1, IC21, PUS-IR und WEHI-3
untersucht und die erzielten Ergebnisse mit den an Peritone-
almakrophagen gefundenen verglichen.
Bei diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, da~ die
humane histiozytare Lymphoma-Zellinie U937 zwar ApoE synthe-
tisiert und sezerniert, aber eine Stimulation dieser Eigen-
schaft unter Cholesterinbeladung mit acetyliertem LDL (acLDL)
nicht nachweisbar war. Bestimmungen des zellularen Choleste-
rin- und Cholesterinester-Gehaltes zeigten keine zunahme die-
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ser Parameter unter acLDL, was den Schlu~ zula~t, da~ acLDL
von dieser Zellinie nicht aufgenommen wird und somit das
freigesetzte Cholesterin regulatorisch nicht tatig werden
kann. Auch wenn man diese Zellen mittels DMSO oder Phorbol-
estern zu Makrophagen-ahnlichen Zellen zu differenzieren ver-
sucht (Myers et al., 1984), werden diese Zelleigenschaften
nicht beeinflu~t.
Die Maus-Makrophagen-ahnlichen Zellinien P388D1 und IC21 las-
sen sich zwar gut und im Ausma~ mit Peritonealmakrophagen
vergleichbar mit chemisch modifiziertem LDL beladen, sezer-
nieren jedoch ApoE nur in geringer Menge und vom Beladungs-
zustand unabhangig.
FUr die beiden Maus-Monozyt-Makrophagen-Zellinien PU5-1R und
WEHI-3 konnte eine ausreichende Beladung mittels acLDL und
eine Synthese und Sekretion von ApoE-ahnlichem Protein nach-
gewiesen werden. Bei beiden Linien ergaben sich jedoch erheb-
liche Probleme, wie unregelma~igesWachstum in Abhangigkeit
verschiedener Lieferchargen des fotalen Kalberserums und eine
schwachen Adherenz der Zellen an die Kulturgefa~e. Bei der
PU5-1R-Zellinie konnten diese Probleme durch eine Kultivie-
rung bei 32 °C, welche eine explosionsartige Vermehrung der
Zellen bei Beladung mit Cholesterin-reichen Partikeln verhin-
dert, und durch Verwendung von hitzeinaktiviertem fotalen
Kalberserum, welches die Adherenz der Zellen vergro~ert,
minimiert werden.
Unter diesen Bedingungen konnte eine gute Vergleichbarkeit
mit den an Maus-Peritonealmakrophagen gewonnenen Ergebnissen
gezeigt werden. ~bildung 4.24 zeigt, da~ die beiden ACAT-
Inhibitoren Octimibat und Sandoz 58-035 eine Stimulation der
Ausschleusung von Cholesterin im Vergleich zur Kontrolle (in
Gegenwart von HDL als Akzeptor) bewirken, wobei das einge-
setzte ApoE-arme HDL allein nur einen minimalen Effekt zeigt.
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Abb. 4.24: Cholesterin-"Efflux" aus der Makrophagen-lihnlichen
Zellinie PU5-1R.
Die Zellen wurden in DMEM/ 0,1 % BSA/ 740 kBg
35S-Methionin fur 16 h bei 32°C (/) im Brutschrank
inkubiert. Das Medium wurde ersetzt durch ein
Medium, welches zuslitzlich 100 Ilg/ml acetyliertes
3H-LDL enthielt und die Inkubation fur weitere 20 h
fortgesetzt. Nach intensivem Waschen der Zellen mit
PBS folgte die 16stiindige Efflux-Phase mit DMEM,
welches 0,025 % BSA, 200 Ilg/ml ApoE-arme HDL und die
angegebenen Substanzen enthielt.
zux weiteren Aufarbeitung («, untien} wurden die
Efflux-Medien steril entnommen. Die Zellen wurden
mittels Gummiwischer abgeschabt, mit PBS-Puffer
gewaschen und mittels Ultrabeschallung homogeni-
siert. Das Zellprotein wurde nach Lowry et al.
(1951) bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung.
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Abb. 4.25: Zellularer 3H-Cholesterin-Gehalt von PUS-1R-Zellen
nach experimentellem Cholesterin-"Efflux".
Die Experimente wurden durchgefiihrt, wie in der Le-
gende zu Abb. 4.24 beechxi eben , Die zellradioaktivi-
tat wurde in einem Fliissigszintillationszahler
(LKB-1219) mit einem implementierten Mef3programm fur
Doppelmarkierungen quantifiziert.
Konzentrationsangaben sind in Ilmol/l. Angegeben sind
die Mittelwerte ± Standardabweichung.
ZP = Zellprotein
DerGehalt an 3H-Cholesterin in der Zelle nimmt dabei ent-
sprechend ab (Abb. 4.25). Differenziert man nun die Choleste-
rin-Ausschleusung in ein ApoE-abhangi9,en bzw. - unabhangigen
"pathway", in dem man das an Heparin-Sepharose-bindende Mate-
rial untersucht, so zeigt sich, daf3 Octimibat eine ausge-
pragte Stimulation der Sekretion von ApoE-ahnlichem Protein
(Abb. 4.26 + 4.27) und damit assoziiertem Cholesterin
(Abb. 4.28 + 4.29) bewirkt, ein Phanomen, welches schon an
Maus-Peritonealmakrophagen gezeigt werden konnte. Zusatzlich
konnte nach Delipidierung der HDL-Partikel und polyacrylamid-
gelelektrophoretischer Auftrennung der SDS-modifizierten Pro-
teinanteile gezeigt werden, daf3 nur Octimibat eine Stimula-
tion des 35S-Methionin-Einbaus in die Proteinbande mit
Mr = 35.000 g/mol bewirkt, was als zusatzlicher Hinweis fur
eine vermehrte ApoE-Synthese interpretiert werden kann
(Abb . 4. 30 ) •
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Abb. 4.26: HDL-assoziiertes, an Heparin-Sepharose bindendes
Protein.
Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte, wie in der
Legende zur Abb. 4.24 beschrieben.
Zur Quantifizierung des an Heparin-Sepharose binden-
den Materials wurden 2 ml des Efflux-Mediums bei
einer Dichte von 1,21 glml zur Riickgewinnung der
HDL-Fraktion ultrazentrifugiert, dialysiert und mit
100 mg Heparin-Sepharose bei 4 °C in einem 5 mmolll
Natriumacetatpuffer (pH 7,4), welcher 50 mmolll
Natriumchlorid und 25 mmolll Mangan- (II)-chlorid
enthielt, fiir 16 h inkubiert. Das Sepharosematerial
wurde anschliessend mit demselben Puffer gewaschen,
und die ApoE-haltigen Lipoproteine wurden zweimal
mit je 1 ml eines 5 mmolll Natriumacetat-Puffers,
der 0,095 molll Natriumchlorid enthielt, extrahiert.
Der Proteingehalt der vereinigten Extrakte wurde
nech Bradford (1976) bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung.
ZP = Zellprotein
Diese Untersuchungen zeigen, da~ frisch isolierte Peritoneal-
makrophagen in diesem Modell durch die permanente Makropha-
gen-Zellinie PU5-1R ersetzt werden kennen, daneben aber auch
wissenschaftlich interessante Unterschiede in den Wirkquali-
taten der beiden ACAT-Inhibitoren Sandoz 58-035 und Octimibat
bestehen. prlifsubstanzen, die in diesem Modell positiv bewer-
tet werden, kennen in dem unter 4.4 vorgestellten Regres-
sionsversuch in vivo untersucht werden.
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Abb. 4.27: HDL-assoziiertes, an Heparin-Sepharose bindendes
3SS- Me t hi oni n .
Inkubationen und Praparation des an Heparin-Sepha-
rose gebundenen Materials wurden, wie in den Legen-
den zu den Abb. 4.24 und 4.26 beschrieben, durchge-
fiihrt.
Die 3SS- Met hi oni n- Radi oakti vi t a t wurde in einem
Fliissigszintillationszahler (LKB 1219) mit einem
implementierten Zahlprogramm fiir Doppelmarkierungen
quantifiziert.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung.
ZP = Zellprotein
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Abb. 4.28: HDL-assoziiertes, an Heparin-Sepharose gebundenes
Gesamtcho1esterin.
Inkubationen und Praparation des an Heparin-Sepha-
rose gebundenen Materials wurden, wie in den Legen-
den zu den Abb. 4.24 und 4.26 beschrieben, durchge-
fiihrt.
Das Gesamtcho1esterin wurde nech Extraktion von
500 111 des: gebundenen Lipoproteinemit 3 m1 Chloro-
form/ Methanol (2:1; v/v) und Auftrennung der Lipide
auf HPTLC-P1atten (mobile Phase: n-Hexan/n-Heptan/
Diethylether/ Essigsaure = 63/18.5/18.5/1; v/v)
bestimmt. Die densitometrische Auswertung erfo1gte
nach Ha1paap (1978), wobei Cho1esterinfor.miat a1s
interner Standard zur Ausbeutekontro11e der Extrak-
tionsschritte eingesetzt wurde.
Angegeben sind Mitte1werte ± Standardabweichung.
ZP = Ze11protein
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Abb. 4.29: HDL-assoziiertes, an Heparin-Sepharose gebundenes
3H-Cholesterin.
Inkubationen und Praparation des an Heparin-Sepha-
rose gebundenen Materials wurden, wie in den Legen-
den zu den Abb. 4.24 und Abb. 4.26 beschrieben,
durchgefuhrt. ,
Die 3H-Cholesterin-Radioaktivitlit wurde in einem
Flussigszintillationszahler (LKB 1219) mit einem
implementierten Zahlprogramm fur Doppelmarkierungen
quantifiziert.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung.
ZP = zellprotein
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Abb. 4.30: Einflu~ der Testsubstanzen auf die Synthese von
ApoE-ahnlichen Proteinen.
Die Inkubationen wurden durchgefiihrt, wie in der
Legende zu Abb. 4.24 beschrieben. 1 ml des Efflux-
mediwns wurde lyophilisiert, mit Chloroform/Methanol
( 2:1; v/ v] delipidiert und mi t ~-Mercaptoethanol
reduziert. Die so praparierten Proteine wurden auf
einem 10 %igen SDS-polyacrylamidgel elektrophore-
tisch nach Laemmli (1970) aufgetrennt.
Zur Kalibrierung und Bestimmung der molaren Masse
wurde ein Eichkit (Pharmaaia, Nr. 17-0446-01) paral-
lel getrennt. Die Radioaktivitat der Proteinbande
mit Me = 35,000 g/mol wurde in einem Fliissigszintil-
lationszahler (LKB 1219) quantifiziert.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung.
ZP = Zellprotein
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4.6 Inhibition der Acyl-CoA: Cholesterin-Acyltransferase
4.6.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
In Gegenwart von 14C-Oleoyl-CoA katalysiert die ACAT den
Transfer von 14C-Oleat auf Cholesterin unter Bildung von Cho-
lesterin-14C-Oleat, das sich dlinnschichtchromatographisch von
dem nicht umgesetzten 14c-Oleoyl-CoA trennen und durch Radio-
aktivitatsmessung quantifizieren la~t. In Gegenwart von ACAT-
Inhibitoren ist die Bildungsgeschwindigkeit des radioaktiv
markierten Cholesterinesters herabgesetzt. Als Enzymquelle
lassen sich Zellhomogenate (Fibroblasten, Makrophagen, Hepa-
tozyten) oder mikrosomale Membranen aus Rattenleber verwen-
den. Letztere enthalten genligend endogenes Cholesterin, so
da~ ein Zusatz von Cholesterin zum Reaktionsansatz liberfllis-
sig ist.
In diesem Test sollten diejenigen Substanzen untersucht wer-
den, die im Makrophagenversuch (Kap. 4.4) einen positiven
Effekt zeigten. Der Test erlaubt eine Aussage darliber, ob die
an Makrophagen festgestellte Reduktion des Cholesterinester-
Gehaltes auf eine direkte inhibitorische Wirkung der Substanz
auf die ACAT zurlickzuflihren ist oder ob die Substanz einen
anderen Angriffspunkt, z.B. Aktivierung der Cholesterineste-
rase, besitzt.
Hemmer der Cholesterin-Veresterung konnten durch Verschiebung
des Cholesterin/Cholesterinester-Quotienten den Abtransport
des zellular gespeicherten Cholesterins ("reverse cholesterol
transport") in die Leber mit Hilfe der HDL erleichtern und
somit antiatherosklerotisch wirksam sein.
4. 6.2 Material und Hethoden
4.6.2.1 Material
4.6.2.1.1 Versuchstiere
FUr die Praparation mikrosomaler Membranen werden die Lebern
von mannlichen Wistar-Ratten (Zlichter: Fa. Hagemann, Exter-
tal) verwendet. Die Tiere werden in Makrolonkafigen unter
standardisierten Bedingungen gehalten (Raumtemperatur
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22 ± 2 DC), Hell-Dunkel-Rhythmus 12 h). Die Tiere erhalten
Standardfutter (Altromin, Lage) bzw. Cholesterin-reiches Fut-
ter (1,5 %, 0,5 % Natriumcho1at) und Trinkwasser ad libitum.
Vor Entnahme der Lebern wiegen die Tiere ca. 200 g.
4.6.2.1.2 Puffer
a) Homogenisationspuffer
0,15 mol/l KzHP04/KHzP04
50,00 romol/l NaF, pH 7,4
b) Testpuffer
0,1 mol/l KzHP04/KHzP04, pH 7,4
c) Prufsubstanzen
lm Standardtest wird eine Prufsubstanz bei 10 bzw.
31,6 ~mol/l und bei definierter Cholesterin-Konzentration
(ca. 3 ~g/100 ~g Membranprotein) untersucht.
Wasserunlesliche Prufsubstanzen kennen in DMSO, DMF oder
Dioxan gelest werden (Endkonzentration im Testansatz 1 %).
4.6.2.1.3 Reagenzien
a) Oleoyl-CoA-Losung:
Die Oleoyl-CoA-Stammlosung (100 ~ol/l im Test-Puffer)
wird in 1 ml-Aliquots bei -20 DC eingefroren.
Zu 1 ml dieser Stammlosung werden 50 ~l 14c-Oleoyl-CoA
(NEN, spez. Akt. 0,2 GBq/mmol) zugegeben. Von dieser Sub-
stratlosung werden 40 ~l/200 ~l Testansatz eingesetzt
(spez. Akt. ca. 0,37 kBq/nmol).
b) Cholesterin-Losung:
2 mg Cholesterin in 1 ml Chloroform losen
400 ~l in ein kalibriertes Reagenzglas mit abgerundeter
Spitze pipettieren
CHCl3 mit Nz abblasen
mit 300 ~l Triton WR 1339 (Tyloxapol, Fa. Sigma), 2 %
in Aceton (w/v), losen
2 ml Test-Puffer (50-60 DC) vorsichtig mit Spritze
zugeben
Aceton mit Nz abblasen
50 ~l dieser Losung enthalten 20 ~g Cholesterin und 300 ~g
Triton WR 1339.
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4. 6. 2. 2 Metlwden
4.6.2.2.1 Prliparation mikrosomalerMembranen
a) Homogenisierung
Die Lebern von Ratten (Wistar, mannlich) werden sofort
nach der Dekapitation entnommen, in eiskaltem Homogenisa-
tionspuffer gewaschen, zerkleinert und im Eisbad mit einem
elektrischen Potter-Homogenisator (Braun, Melsungen) bei
1.100 U/min homogenisiert (10 %iges Leberhomogenat).
b) Zentrifugationen
Alle Zentrifugationen werden bei 4 °C durchgefUhrt.
Das Leberhomogenat wird zur Beseitigung von Zellbruch-
stUcken 10 min bei 800 x 9 zentrifugiert, der tlberstand
filtriert und anschlie~end 30 min bei 12.000 x 9 zentrifu-
giert.
Der 12.000 x g-tlberstand wird dann in einer Ultrazentri-
fuge 60 min bei 100.000 x 9 zentrifugiert. Das Pellet
(mikrosomale Membranen) wird im Homogenisationspuffer
resuspendiert und erneut 60 min bei 100.000 x 9 zentrifu-
giert. Das mikrosomale Pellet wird nach Resuspension und
Einstellen einer definierten Proteinkonzentration (100-
150 ~g/60 ~l) im Test-Puffer aliquotiert in flUssigem
Stickstoff eingefroren und gelagert.
4.6.2.2.2 Prliparation von Cholesterin-haltigen Liposomen
L-~-Phosphatidylcholin (Typ III, Fa. Sigma) und Cholesterin
werden als Stamml5sung in Chloroform jeweils in einer Konzen-
tration von 1 ~mol/ml hergestellt. Entsprechend ihrem fUr den
Test ben5tigten molaren Verhaltnis werden die Lipide gemischt
und das Chloroform mit Stickstoff abgeblasen. Danach wird
soviel Testpuffer zugegeben, bis die jeweilige Lipid-Konzen-
tration der Stamm15sung erreicht ist. Diese Suspension wird
10 min im Eisbad bei 50 W beschallt (Branson Sonifier B-12,
Microtip) .
4.6.2.2.3 Bestimmung der ACAT-Aktivitlit
Die ACAT-Aktivitat in mikrosomalen Membranen wird durch
Berechnung der Einbaurate von [1_14C] Oleoyl-CoA in Chole-
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sterinoleat bestimmt. Das Standardinkubationsmedium mit einem
Gesamtvolumen von 200 ~l enthalt Phosphatpuffer (100 mmol/l,
pH 7,4) und mikrosomale Membranen (100 ~g Protein, 3-4 ~g
Cholesterin).
Exogenes Cholesterin wird in verschiedenen Konzentrationen
durch Suspendierenln~~T~itonWR 1339 in einem Verhaltnis von
Triton zu Cholesterin von 20:1 (w/W) de~Reaktionsansatz
zugegeben bzw. in Liposomenform.
Die Prlifsubstanzen werden in den entsprechenden Losungsmit-
teln gelost und zusammen mit dem Phosphatpuffer zugegeben.
Die mikrosomalen Membranen werden im Inkubationsmedium in
Anwesenheit der Prlifsubstanzen 10 min bei 37 °C vorinkubiert.
Im FaIle der Zugabe von exogenem Cholesterin wird zunachst
20 min (Cholesterin/Triton WR 1339 und Liposomen) und nach
Zugabe der Prlifsubstanz weitere 10 min bei 37 °C vor-
inkubiert.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 14C-markiertem Oleoyl-CoA
(Endkonzentration 20 ~mol/l; spez. Akt. 0,37 kBq/nmol)
gestartet.
Nach 15 min wird die Reaktion durch Zugabe von 1 ml Ethanol
mit internem Standard (3H-Cholesterinoleat, 0,84 kBq)
gestoppt. Die Proben werden zweimal mit 3 ml n-Hexan extra-
hiert und die Phasentrennung durch Zentrifugation flir 5 min
bei 2.000 U/min) beschleunigt. Die Hexanphase wird entnommen
und unter einem Stickstoffgasstrom bei 25-30 °C bis zur
Trockne abgeblasen. Nach Resuspension in 50 ~l n-Hexan wird
die Cholesterinester durch Dlinnschichtchromatographie auf
Kieselgelplatten (Kieselgel LK5D Linear-K, Fa. Whatman) in n-
Hexan, Diethylether, Eisessig (85:15:1 v/v/v) als Laufmittel
isoliert.
Die Cholesterinester-Zonen werden mittels einer Beta-Kamera
(LB 292, Fa. Berthold) lokalisiert und direkt in Szintilla-
tionsgefa~e ausgeschabt.
Nach Zugabe von Szintillationsfllissigkeit (Instagel II,
Fa. Packard) werden die Radioaktivitaten in einem Fllissig-
szintillationszahler (Rackbeta 1219, LKB-Wallac) gemessen.
Die Proteinbestimmung erfolgt nach der Methode von Lowry
et al., 1951.
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4.6.3 Ergebnisse und Diskussion
Abbildung 4.31 zeigt die dlinnschichtchromatographische
Abtrennung des Cholesterin-14C-Oleats von 14C-Oleoyl-CoA, 14C_
markierten Triglyceriden und 14C-markierten Phospholipiden.
Als Enzymquellen werden routinema~ig mikrosomale Membranen
aus Rattenleber verwendet. AIle Reaktionsansatze werden stan-
dardma~ig in Anwesenheit von 0,1 % PPC (polyenyl-Phospatidyl-
cholin) inkubiert, wodurch eine Stabilisierung des Testsy-
stems und eine optimale Suspendierung wasserunloslicher Sub-
stanzen (nach Vorlosen in einem organischen Losungsmittel)
gewahrleistet wird. Die ACAT-Aktivitat wird durch den Zusatz
von 0,1 % PPC nicht beeinflu~t.
Erste Untersuchungen dienten der Optimierung der Inkubations-
bedingungen: Abbildung 4.32 zeigt die Abhangigkeit der Bil-
dung von 14C-Cholesterin-Oleat von der Konzentration der
mikrosomalen Proteine (Abb. 4.32A) bzw. der Inkubationszeit
(Abb. 4.32B). Unter den gewahlten Inkubationsbedingungen ver-
lauft die Bildung von Cholesterin-Oleat bis zu einer Protein-
konzentration von 200 ~g linear und erreicht ihr Maximum nach
einer Inkubationszeit von 30 min, wahrend bei langerer Inku-
bationsdauer die Konzentration des gebildeten Cholesterin-
Oleats geringfligig abzunehmen scheint. Aus der Abhangigkeit
der Enzymaktivitat von der Konzentration an Oleoyl-CoA la~t
sich nach Lineweaver-Burk eine Michaelis-Konstante von
77 ~mol/l flir Oleoyl-CoA ermitteln (Abb. 4.33).
Rinderserumalbumin (BSA) stabilisiert Membransysteme, bindet
lipophile Strukturen wie freie Fettsauren, Acylreste, Hormone
und verschiedene Pharmaka, halt diese dadurch in Losung und
ermoglicht einen besseren Transport dieser Substanzen zu mem-
brangebundenen Enzymen. Daher wurde der Einflu~ von BSA auf
die Aktivitat der ACAT in diesem Testsystem untersucht. Wie
Abbildung 4.34 zeigt, erhoht BSA bei gleichbleibender Konzen-
tration von Oleoyl-CoA die Aktivitat der ACAT bis zu einem
molaren Verhaltnis von BSA/Oleoyl-CoA von 1:1 bis 2:1
(Abb. 4.34B).
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Abb. 4.31: Trennung von Cholesterin-14C-Oleat, 14c-Oleoyl-
CoA, 14C-markierten Triglyceriden und 14C-markierten
Phospholipiden mittels Dunnschichtchromatographie
auf LKSD Kieselgelplatten (Whatman). Mobile Phase:
n-HexanlDiethyletherlEssigsaure = 85:15:1 (vlv).
Fur den Assay wurden 40 ~g mikrosomale Proteine in
0,15 molll Phosphatpuffer, pH 7,4, welcher 10 mmolll
Dithiothreitol und 80 ~molll BSA enthielt, in einam
Endvol umen von 0,2 ml eingesetzt. Diese Mischung
wurde 5 min bei 37°C inkubiert und die Vereste-
rungsreaktion durch Zusatz von 20 nmolll 14C-Oleoyl-
Coenzym A gestartet. Die Reaktion wurde durch Zusatz
von 1 ml Ethanol, welcher 3H-Cholesterinoleat (ca.
20.000 dpm) als internen Standard enthielt, nach
10 min gestoppt. Nach Extraktion mi t 3 ml n-ttexen
und Zentrifugation wurde die organische Phase unter
Stickstoffgasstrom getrocknet und mit dam oben ange-
gebenen Trennsystem separiert. Die Trennstrecken
wurden gescannt, die Lipidflecken in der Jodkammer
visualisiert, die radioaktiven Bereiche ausgekratzt
und in einem Flussigszintillationszahler mit einem
implementierten Me~programm fur Doppelmarkierungen
quantifiziert.
(PL = Phospholipide; TG = Triglyceride).
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Abb. 4.32: Der EinfluJ3 der Proteinkonzentration (Aj bzw, der
Inkubationszeit JB) auf die Bildung von 1 C-Chole-
sterinoleat aus 4C-Oleoyl-CoA.
100-500 ~g (A) bzw. 100 ~g (B) mikrosomale Proteine
wurden in 50 ~l 0,1 mol/1 Phosphatpuffer, pH 7,4,
welcher 0,1 % PPC enthielt, fur 10 min bei 37 0-c
vorinkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zusatz
einer 14C-Oleoyl-CoAIBSA-Losung in 0,1 mal I L
Phospha tpu ffer , pH 7,4, welcher ebenfalls 0,1 % PPC
enthielt, gestartet. Die Endkonzentration betrug
100 umal.i L bew, 0, 1 ~Ci 14C-Oleoyl-CoA bei 200 ~l
Reaktionsvolumen. Die Inkubationen wuxden bei 37°C
fur 20 Min. (A) bew, fur die angegebenen Zeiten (B)
durchqettitirt», Gestoppt wurden die Reaktionen durch
Eiskiihlung der Proben und Zugabe von 1 ml Ethanol,
welcher 3H- Chol e s t er i nol eat (0, 05 ~Ci) als internen
Standard enthielt. Nach Extraktion mit 3 ml n-Hexan
und Zentrifugation wurde die organische Phase unter
Stickstoffgasstrom getrocknet, der Extrakt auf
Whatman-Kieselgelplatten LK5D aufgetragen und in
n-Hexanl Diethyletherl Essigsaure = 85:15:1 (vlv)
entwickelt. Die Detektion der radioaktiven Zonen
erfolgte durch Radiophotographie (J3-Kamera, Fa.
Berthold). Nach Markierung wurden die radioaktiven
Bereiche ausgekratzt und in einem Fliissigszintil-
lationszahler (LKB 1219) mit einem implementierten
MeJ3programm fur Doppelmarkierungen quantifiziert.
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Abb. 4.33: Abhiingigkeit der ACAT-Aktivitiit von der Substrat-
konzentration in doppelt reziproker Auftragung.
Die Inkubationen wurden bei 37 °C fur 20 min in
Gegenwart von 100 Ilg mikrosomaler Proteine unter
Standardbedingungen, wie in der Legende zu Abb. 4.32
beschrieben, durchgefuhrt. Die Oleoyl-CoA-Konzentra-
tion wurde variiert.
Da jedoch neben Oleoyl-CoA bei dem Assay auch Testsubstanzen
an BSA gebunden werden kBnnen, galt es zu prUfen, welchen
Einflu~ die Anwesenheit von BSA im ~eaktionsansatz auf die
inhibitorische Potenz von lipophilen Substanzen ausUbt. FUr
diese Untersuchung wurden zunachst reprasentativ Octimibat
und Progesteron ausgewahlt. Tab. 4.10 zeigt, da~ mit steigen-
den BSA-Konzentration die ACAT-Hemmung sowohl durch Octimibat
als auch durch Progesteron deutlich abnimmt.
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Tab. 4.10: Der Einflu~ von BSA im Reaktionsansatz auf die
ACAT-Inhibition durch Octimibat and Progesteron.
100 Ilg mikrosomale Proteine wurden in 50 III
0,1 molll phosphatpuffer, pH 7,4, welcher 0,1 % PPC,
100 Ilmolll Octimibat bzw. 100 Ilmolll Progesteron und
die angegebenen Konzentrationen BSA enthielt, 10 min
vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zusatz einer
14C-Oleoyl-CoAIBSA-Losung in 0,1 molll Phosphat-
pUffer, pH 7,4, welcher ebenfalls 0,1 % PPC ent-
hielt, gestartet; die Endkonzentration betrug
30 Ilmolll bzw. 0,1 IlCi 14C-Oleoyl-CoA bei 200 III
Reaktionsvolumen. Gestoppt wurde die Reaktion necti
15 min durch Eiskuhlun~ der Proben und Zugabe von
1 ml Ethanol, welches H-Cholesterinoleat (0,05 IlCi)
e Le internen Standard enthiel tz , Nach Extraktion mi t
3 ml n-Hexan und Zentrifugation wurde die organische
Phase unter Stickstoffgasstrom getrocknet, der
Extrakt auf Whatman-Kieselgelplatten LK5D aufgetra-
gen und in n-Hexanl Diethyletherl Essigsaure =
85:15:1 (vlv) entwickelt. Die Detektion der xed.ioek»
tiven Zonen erfolgte durch Radiophotographie (~­
Kamera, Fa. Berthold); nach Markierung wurden die
radioaktiven Bereiche ausgekratzt und in einem
Flussigszintillationszahler (LKB 1219) mit einem
implementierten Me~programm fur Doppelmarkierungen
quantifiziert.
Substanz BSA Inhibition
[lLJIlol/l] [%]
Octimibat 66
50 48
100 29
Progesteron 46
50 41
100 22
Bei beiden Verbindungen ist bei einer Konzentration von
100 Ilmol/l BSA die inhibitorische Potenz auf weniger als 50 %
der Kontrolle ohne BSA reduziert. Da jedoch bei der eben
genannten BSA-Konzentration die Geschwindigkeit der
Cholesterin-Veresterung maximal und die Aktivitat der ACAT
etwas mehr als verdoppelt ist, konnte die erwahnte
gesteigerte Verftigbarkeit von Oleoyl-CoA zur Verdrangung des
Inhibitors vom aktiven Zentrum des Enzyms ftihren und so eine
verminderte inhibitorische Potenz vortauschen. Diese
Erklarung bietet sich besonders bei kompetitiven Inhibitoren
- 387 -
vem Typ des Octimibats an. Daneben ist jedoch nicht auszu-
schIie~en, da~ in Gegenwart von BSA die aktueIIe Konzentra-
tion des Inhibitors am Enzymmoleklil reduziert ist. Um seIche
moglicherweise von der Struktur der Prlifsubstanz abhangigen
Effekte auszuschlie~en, wurde beim Screening von Substanzen
auf BSA im Inkubationsansatz verzichtet.
A.
/--
,....,
c
E '.....
"t
o
....
)( 3
i
'-'
....
:Jl 2
..3
....
.l: 1
~
'"~ o'--04---+----+----<~>--+-
BSA [jlll1Ol/1]
)( 3
,....,
c
~4
"t
o
....
Oleoyl-CoA/BSA [noleres Verhaltnis]
Abb. 4.34: Abhangigkeit der ACAT-Aktivitat von der BSA-Kon-
zentration im Reaktionsansatz.
Die Inkubationen wurden bei 37°C fur 20 min (100 j.lg
mikrosomale Proteine) in Gegenwart von 50 ummal.t L
Oleoyl-CoA unter Standardbedingungen, wie in der
Legende zu Abb. 4.33 beschrieben, durchgefuhrt; die
BSA-Konzentration wurde variiert.
Urn auch nicht-wasserlosliche Substanzen in diesem Test prlifen
zu konnen, wurde der EinfIu~ verschiedener organischer Lo-
sungsmittel auf die Aktivitat der ACAT untersucht. Tabel-
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Ie 4.11 zeigt, da~ sich nur Aceton und besonders DMSO bis zu
2 % Endkonzentration als Losungsvermittler eignen, wahrend
aIle verwendeten Alkohole die Bildung von Cholesterin-Oleat
deutlich reduzierten.
Tab. 4.11: Der Einflu~ von Losungsmitteln auf die ACAT-Akti-
vitlit.
Die Inkubationen wurden unter Standardbedingungen
durchgefuhrt (37 DC, 20 min). Die Losungsmittel
wurden wlihrend der Vorinkubationsphase der mikroso-
malen Suspension (100 ~g Protein) zugesetzt; die
Endkonzentration im 200-~1-Reaktionsansatzbetrug
2 %. Kontrollexperimente wurden ohne Zusatz von
organischen Losungsmitteln durchgefuhrt und die so
erhaltene ACAT-Aktivitlit als 100 % definiert.
LBsungsmittel (2 %)
Kontrolle (Wasser)
Methanol
Ethanol
Isopropanol
DMSO
Aceton
% EnzymaktiviUit
100
57
41
45
97
78
Darliberhinaus wurde bei Inkubation in Gegenwart der Alkohole
nach dlinnschichtchromatographischer Trennung der Reaktions-
produkte eine zusatzliche radioaktiv markierte Bande mit
einem etwas geringeren RF-Wert beobachtet. Diese Bande dlirfte
aufgrund des RF-Wertes dem jeweiligen Alkyl-Oleat zuzuordnen
sein, das aus Alkohol und Oleoyl-CoA unter den Inkubationsbe-
dingungen gebildet wird. Die verminderte Bildung von Chole-
sterin-Oleat in Gegenwart der Alkohole dlirfte in dieser Kon-
kurrenzrekation begrlindet sein.
Weitere Untersuchungen hatten das Ziel, den Einflu~ unter-
schiedlicher Substrat- und Detergenz-Konzentrationen auf die
Aktivitat der ACAT und die Hemmwirkung von Prlifsubstanzen zu
erforschen:
Bei einer zunachst willklirlich gewahlten Triton-Konzentration
von 0,25 % und 125 ~g Protein im Inkubationsansatz flihrt der
Zusatz von exogenem Cholesterin zu einer Aktivierung des
Enzyms, die bei etwa 20 ~g Cholesterin ihr Maximum erreicht
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(Abb. 4.35A). Inkubiert man bei konstanter Cholesterin-Menge
(50 ~g/Ansatz) und variiert die zugesetzte Menge Triton, so
findet man ein Maximum an Enzymaktivitat zwischen 0,2 und
0,3 % Triton im Rekationsansatz (Abb. 4.35B). Ergebnis der
beiden geschilderten Untersuchungen ist also, da~ unter den
gewahlten Bedingungen bei einem Reaktionsvolumen von 200 ~l
maximale ACAT-Aktivitat bei einem Zusatz von 50 ~g exogenem
Cholesterin und 0,25 % Triton gemessen werden kann.
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Abb , 4.35: Der Einflu{3 von exogenem Cholesterin und Triton
WR 1339 auf die ACAT-Aktivitat in mikrosomalen Mem-
branen von Rattenleber.
Mikrosomale Proteine (100-500 IJ,g) wurden in 160 1J,1
0,1 molll Phosphatpuffer, pH 7,4, welcher 0,1 %
Polyenyl-Phosphatidylcholin (PPC) und die Testsub-
stanzen (c = 31,6 IJ,molll) enthielt, 10 Min. bei
37 °C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe
von 3,7 kBq 14C-Oleoyl-CoA in 0,1 % PPC (in obigen
Phosphatpuffer) gestartet; die Endkonzentration von
Oleoyl-CoA betrug 20 IJ,molll bei einem Inkubationsvo-
lumen von 200 1J,1. Gestoppt wurden die Reaktionen
nach 20 Min. durch Eiskuhlung der Proben und Zugabe
von 1 ml Ethanol, welches 3H- Chol es t er i nol eat
(0,05 IJ,Ci) als internen Standard enthielt. Nach
Extraktion mit 3 ml n-Hexan und Zentrifugation,
wurde die organische Phase unter Stickstoffgasstrom
getrocknet, der Extrakt auf Whatman-Kieselgelplatten
LK5D aufgetragen und in n-Hexanl DiethyletherlEssig-
saure = 85:15:1 (vlv) entwickelt. Die Detektion der
radioaktiven Zonen erfolgte durch Radiophotographie
({3-Kamera, Fa. Berthold); nach Markierung wurden die
radioaktiven Proben ausgekratzt und in einem
Flussigszintillationszahler .(LKB 1219) mit einem
implementierten Me{3programm fur Doppelmarkierungen
quantifiziert.
(A) Die mikrosomalen Membranen wurden in Gegenwart
von exogenem Cholesterin in den angegeben Konzentra-
tionen fUr 10 min inkubiert; die Triton WR 1339-
Konzentration wurde mit 0,25 % konstant gehalten.
(B) Die mikrosomalen Membranen wurden in Gegenwart
von 50 IJ,gl200 1J,1 exogenem Cholesterin fur 10 min
inkubiert; die Triton WR 1339-Konzentration wurde
wie angegeben variiert.
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Abbildung 4.36 zeigt den Einflu~ der Vorinkubationszeit, d.h.
der Zeit bis zur Zugabe des radioaktiv markierten Donorsub-
strates 14C-Oleoyl-CoA, auf die Aktivitat der ACAT. Wahrend
in Abwesenheit von exogen zugeftihrtem Cholesterin keine sig-
nifikante Anderung der Enzymaktivitat festzustellen war,
erreichte die ACAT unter den bisher ermittelten optimalen
Bedingungen (50 ~g Cholesterin, 0,25 % Triton) eine maximale
Aktivitat nach einer 20mintitigen Vorinkubationszeit.
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Abb. 4.36: Abhl1ngigkeit des: ACAT-Aktivitiit von der Vorinkuba-
tionszeit der mikrosomalen Membranen in Gegenwart
exogenen Cholesterins.
Die Inkubationen wurden, wie in des: Legende zu
Abb. 4.35 beschrieben, mit 50 ~g exogenem Choleste-
rin in 0,25 % Triton WR 1339 durchgefiihrt, das vox
der Vorinkubation zugesetzt wurde.
• ohne exogenes Cholesterin = Kontrolle
'" + 50 ~g exogenes Cholesterin
Untersucht man die Abhangigkeit der Bildung von Cholesterin-
14C-Oleat von der Menge enzymatisch aktiven Proteins im Reak-
tionsansatz, so findet man unter den bisher ermittelten opti-
malen Bedingungen (50 ~g Cholesterin, 0,25 % Triton) maximale
Esterbildung bei 100 ~g mikrosomaler Proteine (Abb. 4.37),
was in guter tlbereinstimmung mit den in Abb. 4.35 niederge-
legten Ergebnissen steht. Bewertet man allerdings nicht die
absolute Menge des gebildeten Cholesterin-Oleats, sondern die
spezifische Aktivitat der ACAT, so stellt man fest, da~ diese
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mit zunehmender Proteinmenge abnimmt (Abb. 4.37B). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, da~ die ACAT-Aktivitat nicht von
der Absolutmenge Cholesterin im Reaktionsansatz abhangig ist,
sondern von der Relation Enzymprotein/Cholesterin. Diese
Vermutung basiert allerdings auf der Annahme, da~ die
Konzentration des Donorsubstrates Oleoyl-CoA nicht limitiert
ist.
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Abb. 4.37: Der Einflu[3 des: Menge mikrosomaler Proteine im
Reaktionsansatz auf die ACAT-Aktivitat in Gegenwart
von exogenem Cholesterin.
Die Inkubationen wurden, wie in des: Legende zu
Abb. 4.35 beschrieben, in Gegenwart von 50 J.l.g exoge-
nem Cholesterin in 0,25 % Triton WR 1339 (Zusatz vor
der Vorinkubationsphase) und den angegeben Mengen
mikrosomaler Proteine durchgefilhrt.
(A) absolute Aktivitat (Bildung von Cholesterin-14C-
Oleat in dpm)
(B) sr,ezifische Aktivitat (Bildung von Cholesterin-
1 C-Oleat pro mg Protein)
Zur Stlitzung dieser Vermutung wurde die Abhangigkeit der
Geschwindigkeit der Bildung von Cholesterin-Oleat von der
Menge mikrosomalen Proteins bei konstanter Protein/Chole-
sterin-Relation gemessen (Abb. 4.38). Die Tatsache, da[3 im
Gegensatz zu den bei konstanter Cholesterin-Konzentration
erzielten Ergebnissen (Abb. 4.37A) die Geschwindigkeit der
Bildung von Cholesterin-Oleat mit der Menge zugesetzten
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Enzymproteins bei konstantem Protein/Cholesterin-Verhaltnis
korreliert, bestatigt die Richtigkeit der eben genannten
Vermutung.
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Abb. 4.38: Die ACAT-Aktivitat in Abhangigkeit versehiedener
Konzentrationen mikrosomaler Proteine bzw. Choleste-
rin bei konstantem Protein/Cholesterin-Verhliltnis.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zu
Abb. 4.35 besehrieben, durehgefiihrt. Das exogene
Cholesterin wurde, wie angegeben, so zugesetzt, daf3
sieh ein Cholesterin/Proteinverhaltnis von 2,5:1
ergab. Die Triton-WR-1339-Konzentration wurde mit
0,25 % konstant gehalten.
Voruntersuchungen des Einflusses unterschiedlicher Choleste-
rin-Konzentrationen bei konstantem Cholesterin/Triton-Ver-
haltnis von 1:10 (w/w) - Ergebnis der in Abb. 4.39 graphisch
dargestellten Untersuchungen - auf die inhibitorische Potenz
des ACAT-Inhibitors Octimibat zeigten, daf3 die Inhibition von
Octimibat mit zunehmender Cholesterin-Menge im Reaktionsan-
satz abnimmt und bei einem Zusatz von 10 ~g Cholesterin nur
noch 50 % der ohne Zusatz von Cholesterin erzielten Hemmwir-
kung betragt.
Aus diesem Grunde wurde der Einfluf3 der Akzeptorsubstrat-Kon-
zentration auf die ACAT-Aktivitat in Abwesenheit und in Anwe-
senheit von 10 bzw. 31,6 ~ol/l Octimibat in einem Bereich
von 0-10 ~g exogen zugesetztem Cholesterins naher untersucht.
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Das endogen bereits vorhandene Cholesterin wurde mit
2 ~g/ 125 ~g mikrosomalen Protein bestimmt und fUr die gew~hl
te Cholesterin/Triton Relation von 1:10 mitberUcksichtigt.
Abbildung 4.39 zeigt, da~ mit zunehmender Cholesterin-Menge
im Reaktionsansatz die spezifische ACAT-Aktivit~t zunimmt,
wobei die maximale Aktivitat mit 11 nmol Cholesterinoleat/
mg Protein bereits bei einer Cholesterin-Menge von 10 ~g/
Ansatz erreicht wurde. Etwa die gleiche maximale Aktivit~t
wurde bei einer Triton-Konzentration von 0,25 % und einem
Zusatz von 50 ~g Cholesterin in einem der vorher beschrie-
benen Experimente gemessen (Abb. 4.35). Diese Ergebnisse
stehen nicht im Widerspruch zueinander, sie best~tigen im
Gegenteil das Ergebnis der Untersuchungen, da~ nicht allein
die absolute Cholesterin-Menge im Reaktionsansatz, sondern
das Verh~ltnis von Cholesterin und Detergenz die enzymatische
Aktivit~t bestimmt.
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Abb. 4.39: Einflu~ des Zusatzes von exogenem Cholesterin auf
den inhibitorischen Effekt von Octimibat auf die
ACAT-Aktivitlit.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zu
Abb. 4.35 beschrieben, durchgefiihrt. Es wurde exoge-
nes Cholesterin in Triton w.R 1339 zugesetzt und
20 min vorinkubiert. Das Gesamtcholesterin (endoge-
nes + exogenes Cholesterin)/Triton-verhliltnis wurde
konstant 1:10 (w/w) gehalten .
• Kontrolle
o 10, 0 ~mol/1 Octimibat
A 31, 6 ~mol/ 1 Octimibat
- 395 -
In Gegenwart des ACAT-Inhibitors Octimibat wird die ACAT
konzentrationsabhangig inhibiert. Auffallig ist, da~ in einem
gro~en Bereich die Hemmung der ACAT durch Octimibat in
Gegenwart zunehmender Mengen Cholesterins vom Absolutwert her
nahezu konstant bleibt, wahrend die prozentuale Hemmung
kontinuierlich abnimmt. Dieser Befund ist in gute
tlbereinstimmung zu bringen mit der Interpretation, da~
Octimibat nicht nur an die Bindungsstelle fur Oleoyl-CoA
bindet, sondern auch an die Bindungsstelle fur Cholesterin,
so da~ mit zunehmender Cholesterin-Konzentration weniger
Inhibitor an das Enzym gebunden wird und damit seine Wirkung
entfalten kann.
Diese Annahme konnte durch enzYffikinetische Untersuchungen und
Auswertung nach Lineweaver-Burk bestatigt werden. In Gegen-
wart von Octimibat beeinflu~te exogen zugesetztes Cholesterin
nicht die Maximalgeschwindigkeit der Reaktion, jedoch die
scheinbare Michaelis-Konstante (Abb. 4.40).
Die Kompetition von Octimibat mit Cholesterin urn die Chole-
sterin-Bindungsstelle am Enzymprotein druckt sich also in
einer scheinbaren Abnahme der Affinitat des Enzyms zurn Sub-
strat Cholesterin aus, so da~ in Anwesenheit von Octimibat
mehr Cholesterin benotigt wird, urn wieder die Maximalge-
schwindigkeit des Umsatzes zu erreichen. Eine Beeinflussung
der EnzYffikinetik durch das Donor-Substrat Oleoyl-CoA unter
den gewahlten experimentellen Bedingungen kann ausgeschlossen
werden, da eine ausreichend hohe Menge Oleoyl-CoA im Reak-
tionsansatz vorhanden und damit das Enzym mit diesem Substrat
gesattigt war.
Fur Octimibat und seinen in der Fettsaurekette urn 2 C-Atome
verkurzten Metaboliten NAT 06-209 wurden unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen die Inhibitions-Konstanten (Ki )
bestimmt (Tab. 4.12). Beide Substanzen sind sowohl gegenliber
Cholesterin als auch Oleoyl-CoA kompetitive Inhibitoren. Die
relativ hohen Inhibitor-Konstanten gegenuber Oleoyl-CoA in
Gegenwart sattigender Cholesterin-Konzentrationen machen
deutlich, da~ unter diesen Bedingungen der Einflu~ der Sub-
stanzen auf die Oleoy-CoA-Bindungsstelle von untergeordneter
Bedeutung ist.
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Abb. 4.40: Lineweaver-Burk-Auswertung des Einflusses der
Cholesterinkonzentration auf den inhibitorischen
Effekt von oatimibet: auf die ACAT- Aktivitat in
mikrosomalen Membranen aus Rattenleber.
Exogenes Cholesterin, gelost in Triton WR 1339,
wurde, wie angegeben, den mikrosomalen Proteinen
(100 ~g) in 0,1 molll Phosphatpuffer, pH 7,4, wel-
cher 0,1 ~ PPC enthielt, zugesetzt und der Ansatz
20 min bei 37°C vorinkubiert.
Das CholesterinlTriton-Verhaltnis war dabei konstant
1:10 ( wlw). Anschliessend wurde Oct1mibat zugesetzt
und weitere 10 min Lnkubl.exti, Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 3,7 kBq 14c-Oleoyl-COA in 0,1 % PPC
(in obigen Phosphatpuffer) gestartet; die Endkonzen-
tration von Oleoyl-CoA betrug 60 ~molll bei einem
Inkubationsvolumen von 200 ~l. Gestoppt wuxden die
Reaktionen nech 20 min duxcn Zugabe von 1 ml
Ethanol, welches 3H- Chol es t er i nol eat (0,05 ~Ci) als
internen Standard enthielt. Nach Extraktion mit 3 ml
n-Hexan und zentrifugation wurde die organische
Phase unter Stickstoffgasstrom getrocknet, der
Extrakt auf Whatman-Kieselgelplatten LK5D aufgetra-
gen und in n-Hexanl Diethyletherl Essigsaure =
85:15:1 (vlv) entwickelt. Die Detektion der reaioek»
tiven Zonen erfolgte durch Radiophotographie (~­
tcemer«, Fa. Berthold); neon Markierung warden die
radioaktiven Bereiche ausgekratzt und in einem
Flussigszintillationszahler (LKB 1219) mit einem
implementierten Me~programm fur Doppelmarkierungen
quantifiziert.
- 397 -
Tab. 4.12: Typ der ACAT-Inhibition und Ki-Werte von Octimibat
und NAT 06-209.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zu
nbb, 4.40 beechxLeben, durchgefiihrt. Cholesterin
bzw. Oleoyl-CoA wurden mit 20 /lg bzw. 60 /lmol/l als
konstante Konzentrationen eingesetzt. Die Konzentra-
tion des jeweils anderen Substrats wurde variiert.
Der Inhibitionstyp wurde aus den graphischen Auftra-
gungen neoti Lineweaver-Burk bzw. Dixon bestimmt. Kr
Werte wurden aus den Dixon-Plots und aus den Stei-
gungen der Lineweaver-Burk-Plots nach graphischer
Darstellung errechnet.
Substanz Substrat Inhibitions- Inhibitor-
variabel konstant typ Konstante
Ki[lJ.Illol/l]
Octimibat Oleoyl-CoA Cholesterin kompetitiv 200
Cholesterin Oleoyl-CoA kompetitiv 20-40
NAT 06-209 Oleoyl-CoA Cholesterin kompetitiv > 300
Cholesterin Oleoyl-CoA kompetitiv 50
Bei sattigender Oleoyl-CoA-Konzentration ist die Inhibitor-
Konstante gegentiber Cholesterin hingegen eine Zehnerpotenz
geringer. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, da~ der primare
Angriffspunkt dieser Substanzen die Cholesterin-Bindungs-
stelle und nicht die Oleoyl-CoA-Bindungsstelle am Enzympro-
tein ist. Die Unterschiede in den Ki-Werten von Octimibat und
NAT 06-209 spiegeln die unterschiedlich inhibitorische Potenz
beider Substanzen wider.
Die kompetitive Hemmung von Enzymen durch Pharmaka bietet im
Vergleich zu nicht kompetitiver oder unkompetitiver Hemmung
den Vorteil, da~ sie reversibel ist und damit schnell durch
Veranderung der physiologischen Verhaltnisse, d.h. duroh
Anderung der Substrat- bzw. Metabolit-Konzentration reguliert
werden kann. Unter dem Aspekt der Bedeutung der ACAT ftir den
Cholesterin-Stoffwechsel der Leber ist eine drastische, nicht
reversible Hemmung nicht wlinschenswert, da tiber ein exzessi-
ven Anstieg der Menge freien Cholesterins in der Leber und
der damit verbundenen stimulierten Exkretion tiber die Galle
das Risiko der Gallensteinbildung zunimmt. Bei einer kompeti-
tiven Hemmung der ACAT kann die Inhibitionswirkung durch
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Zunahme der Konzentration freien Cholesterins aufgehoben wer-
den.
Aus diesen Grunden wurden weitere ACAT-Inhibitoren daraufhin
uberpruft, ob die inhibitorische Potenz von der Cholesterin-
Konzentration im Reaktionsmediurn abhangig ist, ob es sich
also urn eine kompetitive Inkubation handelt. Neben Octimibat
nahm auch in Gegenwart von NAT 06-209 (Octimibat-Metabolit),
NAT 04-538 und NAT 04-558 die Inhibitionswirkung mit zuneh-
mender Cholesterin-Konz~ntrationab, wahrend NAT 04-473 und
die Sandoz-Substanz 58-035 eine von der Konzentration an
Akzeptor-Substrat unabhangige inhibitorische Potenz zeigten
(Abb. 4.41). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden,
da~ es sich bei NAT 06-209, 04-538 und 04-558 urn potentiell
kompetitive Inhibitoren der ACAT handelt. Es kann dabei
allerdings nicht ausgeschlossen werden, da~ diese Substanzen
auch die Bindung des Donor-Substrates Oleoyl-CoA an das
Enzymprotein beeinflussen, so da~ der Einflu~ der Choleste-
rin-Konzentration auf die inhibitorische Potenz unterschied-
lich ist. Dieser Aspekt gewinnt insofern an Bedeutung, da die
in Abb. 4.40 dargestellten Versuche mit Oleoyl-CoA mit satti-
genden Konzentrationen durchgefuhrt wurden. NAT 04-473 und
die Sandoz-Substanz 58-035 scheinen nicht mit Cholesterin urn
die Cholesterin-Bindungsstelle am Enzym zu kompetitieren.
Weitergehende Untersuchungen unter Einbeziehung der Abhangig-
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Donorsubstrat-Kon-
zentration sind notwendig, urn im Einzelfall die inhibitor~­
schen Eigenschaften von Substanzen genauer zu charakterisie-
reno Dennoch bietet die Durchfuhrung dieses ACAT-Tests mit
zwei verschiedenen Cholesterin-Konzentrationen die Moglich-
keit, erste Hinweise auf potentiell kompetitive oder nicht-
bzw. unkompetitive Hemmung zu erhalten.
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Abb. 4.41: Einf1u~ der Cho1esterinkonzentration im Reaktions-
ansatz auf die inhibitorische Potenz verschiedener
ACAT-Inhibi toren.
Die Inkubationen wurden, wi.e in der Legende zu
Abb , 4.40 beschrieben, durchgefiihrt. 01eoy1-CoA
wurde in einer Konzentration von 20 ~mo1/1, exogenes
Cho1esterin - wie angegeben - in einer Menge von
20 ~g zugesetzt.
Tabelle 4.13 zeigt reprasentativ Screening-Ergebnisse, die in
dem Modell "Inhibition der ACAT" erzielt worden sind und hier
diskutiert werden sollen. Die Reduktion der inhibitorischen
Wirkung durch die Zugabe von exogenem Cholesterin im tlber-
schu~ deutet auf einen kompetitiven Anteil der Inhibition
durch Prlifsubstanzen hin. Der Einflu~ von Cholesterin auf die
inhibitorische Potenz ist unterschiedlich und la~t vermuten,
da~ diese Substanzen ebenfalls die Bindung von Oleoyl-CoA an
das Enzymprotein beeinflussen. Unter diesem Aspekt mu~
berlicksichtigt werden, da~ bei Zweisubstratreaktionen in der
Regel die Veranderung der Konzentration eines Substrates zu
einer Veranderung der Affinitat des Enzyms zum zweiten Sub-
strat flihrt.
Um die inhibitorischen Eigenschaften von Substanzen genauer
zu charakterisieren, ist daher eine Bestimmung des Hemmtyps
und der Inhibitionskonstanten unter definierten kinetischen
Bedingungen unerla~lich.
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Tab. 4.13: Der Einflu~ von Referenzsubstanzen und Substanzen,
die in unseren chemischen Laboratorien synthetisiert
wurden, auf die ACAT-Aktivitlit in mikrosomalen
Membranen von Rattenleber.
Mikrosoma1e Proteine (100 Ilg) wurden in 160 III
0,1 mo1/1 Phosphatpuffer, pH 7,4, welcher 0,1 %
Po1yenyl-Phosphatidy1cho1in (PPC) und, wenn angege-
ben, 20 Ilg exogenes Cho1esterin in Triton WR 1339
ge10st (Triton/Cho1esterinverhli1tnis 10:1, w/w)
enthie1t, 20 Min. bei 37°C inkubiert. Die Substan-
zen wurden in DMSO oder Wasser ge10st zugesetzt,
danach weitere 10 min inkubiert. Die Reaktionen
wurden durch Zugabe von 3,7 kBg 14C-Oleoyl-CoA in
0,1 % PPC (in obigem Phosphatpuffer) gestartet; die
Endkonzentration an 01eoy1-CoA betrug 20 Ilmol/1 bei
einem Inkubationsvo1umen von 200 Ill. Gestoppt wurden
die Reaktionen nach 15 Min. durch Eiskiih1ung der
Proben und Zugabe von 1 m1 Ethanol, welches 3H_
Cho1esterinoleat (0,05 IlCi) a1s internen Standard
enthielt. Nach Extraktion mit 3 m1 n-Hexan und
Zentrifugation wurde die organische Phase unter
Stickstoffgasstrom getrocknet, der Extrakt auf
Whatman-Kiese1ge1platten LK5D aufgetragen und in n-
Hexan/ Diethy1ether/ Essigsliure = 85:15:1 (v/v)
entwickelt. Die Detektion der radioaktiven Zonen
erfolgte durch Radiophotographie (~-Kamera, Fa.
Berthold); nach Markierung wurden die radioaktiven
Bereiche ausgekratzt und in einem F1iissigszintil1a-
tionszlih1er (LKB 1219) mit einem imp1ementierten
Me~programm fiir Doppelmarkierungen guantifizie~t.
Substanz Inhibition [%]
- Cholesterin + Cholesterin
NAT 04-534 44 14
NAT 04-543 47 20
NAT 04-557 61 48
NAT 04-544 85 72
NAT 04-590 82 53
NAT 04-591 64 43
NAT 04-593 89 66
NAT 04-592 93 73
NAT 04-599 81 57
NAT 04-643 75 54
NAT 04-611 82 54
Diese Untersuchungen wurden zunachst fUr drei weitere Sub-
stanzen durchgefUhrt (Tab. 4.14). Bei der Bestimmung des
Hemmtyps gegen das entsprechende variable Substrat wurden
jeweils konstante Konzentrationen des anderen Substrates ein-
gesetzt, um einerseits konzentrationsabhangige EinflUsse auf
die Reaktion zu vermeiden und um andererseits im FaIle einer
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kompetitiven Hemmung Interaktionen mit beiden Bindungsstellen
gleichzeitig auszuschliepen.
Tab. 4.14: Typ der ACAT-Inhibition und KrWerte von ACAT-
Inhibitoren.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zu
Tab. 4.13 beschrieben, durchgefiihrt.
Cholesterin bzw. Oleoyl-CoA wurden bei den Inkuba-
tionen mit konstanten Konzentrationen mit 20 lAg bzw.
60 IAmol/l eingesetzt. Die Konzentrationen des
jeweils endexen Substrates wurden variiert. Der Typ
der Inhibition und die Ki-Werte wurden aus den
Dixon-Plots errechnet.
Substanz Substrate Typ der Inhibitor-
Inhibition Konstante
(lJJllol/l]
variabel konst. Ki Ki
,
NAT 04-544 Cholesterin OlGoyl-GoA gemiBcht 5 32
Oleoyl-GoA Choleoterin nicht-kompetitiv 10
NAT 04-538 Choleoterin Oleoyl-GoA gemiBcht 28 41
Oleoyl-GoA Choleoterin nicht-kompetitiv 23
Melinamid Choleoterin OlBoyl-GoA unkompetitiv 5.0
Oleoyl-GoA Choleoterin unkompetitiv 2.2
NAT 04-544 und NAT 04-538 wurden aufgrund des Einflusses von
Cholesterin auf die Inhibitionswirkung im mikrosomalen ACAT-
Test als potentiell kompetitiv eingestuft. Melinamid (ACAT-
Inhibitor der Fa. Surnitomo) hingegen zeigte keine Beeinflus-
sung seiner inhibitorischen Potenz durch Erhohung der Chole-
sterin-Konzentration. Wie die Tabelle verdeutlicht, handelt
es sich bei der Interaktion von NAT 04-544 und NAT 04-538 mit
der Cholesterin-Bindungsstelle urn einen gemischten Hemmtyp,
gegenliber Oleoyl-CoA urn einen nicht-kompetitiven Hemmtyp.
Die nicht-kompetitive Hemmung wird dadurch charakterisiert,
dap der Inhibitor sowohl mit dem freien Enzym als auch mit
dem Enzym-Substrat-Komplex reagieren kann. Die Dissoziations-
konstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes Ki und des Enzym-Sub-
strat-Inhibitor-Komplexes Ki ' sind gleich. Dieser Fall kann
eigentlich als Spezialfall der sogenannten gemischten Hemmung
betrachtet werden. Bei dieser sind die beiden Inhibitionskon-
stanten nicht identisch, d.h., die Affinitat des Enzyms zurn
Inhibitor wird durch die Bindung des Substrates verandert.
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Wenn Ki < Ki' ist, enthalt die Hemmung kompetitive und nicht-
kompetitive Anteile. Dies bedeutet, da~ besonders die Hemmung
durch NAT 04-544 aufgrund des im Vergleich zum Ki'-Wert nied-
rigen Ki-Wertes eine relativ hohe Affinitat fUr das freie
Enzym besitzt, d.h., die Maximalgeschwindigkeit der Reaktion
wird vermindert und der ~-Wert steigt.
Die Unterschiede in den Ki-Werten von NAT 04-538 und NAT 04-
544 spiegeln die unterschiedliche inhibitorische Potenz bei-
der Substanzen hinsichtlich der Cholesterin-Bindung am freien
Enzym wieder.
Melinamid als unkompetitiver Inhibitor sowohl gegenUber Cho-
lesterin als auch gegenUber Oleoyl-CoA reagiert ausschlie~­
lich mit dem Enzym-Substrat-Komplex unter Bildung eines kata-
lytisch inaktiven sogenannten Dead-End-Komplexes. Maximalge-
schwindigkeit und ~-Wert nehmen abo
Diese Ergebnisse verdeutlichen, da~ die Bestimmung des Ein-
flusses von PrUfsubstanzen in Abhangigkeit von der Choleste-
rin-Konzentration auf die ACAT-Aktivitat mikrosomaler Mem-
branen geeignet ist, Hinweise auf potentiell kompetitive oder
nicht- bzw. unkompetitive Hemmung zu erhalten.
Beim Arbeiten mit mikrosomalen Membranen, lipophilen Substan-
zen und Detergentien kennen folgende Probleme auftreten:
- Die Verwendung von Detergenz kann zu einer Veranderung der
enzymatischen Aktivitat der ACAT fUhren. Diese Veranderung
hangt von der Konzentration des Detergenz und von dem Ver-
haltnis Cholesterin/Detergenz abo
- Der Inhibitor selbst kann Detergenz-ahnliche Eigenschaften
besitzen und dadurch die Aktivitat der ACAT unspezifisch
beeinflussen.
- Inhibitor und Detergenz kennen gemischte Mizellen bilden.
Um megliche unerwlinschte EinflUsse vom Detergenz auszu-
schlie~en und um einen besser reproduzierbaren ACAT-Test in
Hinblick auf Cholesterin als Substrat zu gelangen, kennen
folgende Methoden in Betracht gezogen werden:
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1. Inkubation von mikrosomalen Membranen mit Cholesterin-hal-
tigen Liposomen zur Erhohung der Cholesterin-Konzentration
in den Membranen
2. Solubilisierung der ACAT aus mikrosomalen Membranen und
Rekonstitution in Cholesterin/Phosphatidylcholin-Liposo-
men.
Zunachst wurde die erste Methode (s. 4.6.2.2.3) auf ihre Ver-
wendbarkeit hinsichtlich einer Veranderung der Cholesterin-
Konzentration in den mikrosomalen Membranen der Rattenleber
hin liberprlift.
Abbildung 4.42 zeigt den Einflu~ von Cholesterin-haltigen
Liposomen auf die Aktivitat der ACAT bei einem konstanten
molaren Verhaltnis von Cholesterin/Phosphatidylcholin (1:1).
Mit steigender Cholesterin-Konzentration in den Liposomen
wurde eine lineare Zunahme der Aktivitat der ACAT bis zu
einer Cholesterin-Konzentration von 2,5 ~mol/ml Liposomen-
losung verzeichnet. Dies entspricht unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen einer Cholesterin-Konzentration
von 0,625 ~mol/ml bzw. 48 ~g im Reaktionsansatz. Wie die
Abbildung verdeutlicht, konnte in dem geprliften Konzentra-
tionsbereich keine Sattigung des Enzyms mit Cholesterin er-
reicht werden, trotz maximaler Konzentration von 48 ~g Chole-
sterin im Ansatz im Vergleich zu der in den mikrosomalen Mem-
branen normalerweise vorliegenden Konzentration von 3-4 ~g
Cholesterin/100 ~g Protein. Es ist zu vermuten, da~ das in
Liposomenform zugegebene Cholesterin der ACAT als Substrat
nicht in vollem Ma~e verfligbar ist.
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Abb. 4.42: Steigerung der ACAT-Aktivitat in mikrosomalen
Membranen dUS Rattenleber durch Zusatz Cholesterin-
reicher Liposomen.
Der ACAT-Assay wurde, wie im Kapitel "Material und
Methoden" beschrieben, durchgefiihrt. Zusatzlich
wurden 50 III Cholesterin-reiche Liposomen bei einem
konstanten molaren Cholesterin-phosphatidylcholin-
Verhaltnis von 1:1 zugesetzt.
Analog zu den Untersuchungen mit Cholesterin/Detergenz-Kombi-
nationen sollte weiterhin geprUft werden, welchen Einflu~ die
Zugabe von Cholesterin in Liposomenform auf die Inhibition
der ACAT durch entsprechende Inhibitoren hat. Exemplarisch
wurde zunachst der Inhibitor Octimibat ausgewahlt, der sich
bei vorangegeangenen enzymkinetischen Untersuchungen in Anwe-
senheit von Triton WR 1339 als kompetitiv erwies. Abbil-
dung 4.43 demonstriert das Ergebnis. Mit zunehmender Chole-
sterin-Konzentration im Inkubationsansatz wurde eine Abnahme
der Inhibition bei konstanter Inhibitorkonzentration be-
stimmt. Dies deutete auf eine Verdrangung des Inhibitors
durch Cholesterin hin und korreliert somit gut mit den mit
der Konzentration Cholesterin/Triton WR 1339 erhaltenen
Ergebnissen. Ein direkter quantitativer Vergleich und eine
Bestimmung der Inhibitionskonstanten gegenUber zugesetztem
Cholesterin in Liposomenform ist aus folgenden GrUnden nicht
moglich:
1. Die verfUgbare Cholesterin-Konzentration fUr die ACAT in
beiden Systemen ist nicht direkt me~bar
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2. Fehlende Sattigungskinetik (Michaelis-Menten-Kinetik) in
Anwesenheit von Cholesterin in Liposomenform
100 Hemmung dar ACAT-Akllvlt~t (%]
0,30,260,1 0,16 0,2
Cheleslerln (mmel/I)
0,05
o'-----'----...1----'----'-----'---~
o
Abb. 4.43: Einflu(3 Cholesterin-reicher Liposomen auf die
Inhibition der ACAT in mikrosomalen Membranen aus
Rattenleber durch Octimibat.
Der ACAT-Assay wurde, wie im Kapitel "Material und
Methoden" beschrieben, durchgefuhrt. Mikrosomale
Membranen wurden in Gegenwart von Cholesterin-
reichen Liposomen bei einem konstanten molaren
Cholesterin-Phosphatidylcholin-Verhaltnis von 1:1
fur 10 min bei 37°C vorinkubi.erti, Nach Zusatz von
Octimibate (30 jlmol/l) wurde weitere 10 min
inkubiert.
Tabelle 4.15 dokumentiert einen Vergleich des Einflusses der
Cholesterin-Konzentration auf die Inhibition der ACAT durch
Octimibat in Membranpraparationen, deren Cholesterin-Gehalt
einerseits durch Zugabe von exogenem Cholesterin zum
Reaktionsansatz, andererseits durch Flitterung Cholesterin-
reicher Diat in vivo verandert wurde.
Ein Vergleich der Ergebnisse zeigt, da(3 die Veranderung der
Cholesterin-Konzentration in mikrosomalen Membranen durch
Zugabe von exogenem Cholesterin mittels Detergenz oder Lipo-
somen geeignet ist, kompetitive Inhibitoren gegenliber Chole-
sterin qualitativ und relativ zueinander quantitativ zu cha-
rakterisieren. Die Flitterung Cholesterin-reicher Diat an
Tiere zur Erhohungdes Membrancholesterins und die Gewinnung
von mikrosomalen Membranen aus diesen Tieren liefert keine
wesentlich andere Aussage und ist somit nicht notig.
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Tab. 4.15: Einflu~ unter verschiedenen experimentellen Bedin-
gungen exogen zugesetzten Cholesterins bzw. des Cho-
lesterin-Gehaltes mikrosomaler Membranen aus Ratten-
leber auf den inhibitorischen Effekt von Octimibat
auf die ACAT-Aktivitiit.
Der ACAT-Assay wurde wie im Kapitel "Material und
Methoden" beschrieben, durchgefiihrt.
Der Cholesterin-Gehalt der mikrosomalen Membranen
konnte durch 5tiigige Fiitterung einer Cholesterin-
reichen Diiit (1,5 % Cholesterin, 0,5 % Cholsiiure)
von 3,5 ~g/100 ~g Membranprotein auf 7,4 ~g/100 ~g
Membranprotein erboht: wexden,
experimentelle
Bedingungen
1. Membranen + Triton WR 1339
ohne
mit 20 IJ..g exog.
Cholesterin/Test
2. Membranen + Liposomen
ohne
mit 20 /Lg exog.
Cholesterin/Test
3. Membranen
Normaldi!!t
Cholesterinreiche Di!!t
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% ACAT Inhibition in
Gegenwart von
30 ~ol/l Octimibat
50
9
80
30
87
25
4. 7 Bes1;i:mmung der HDL-Rezep1;ordich1;e an Makrophagen
4. 7. 1 Prinzip des Tes1;verfahrens und Aussagemoglichkei1;
tiber acetyliertes LDL mit Cholesterin beladene Maus-Peritone-
almakrophagen weisen ein erhohtes Bindungsvermogen fur Lipo-
proteine hoher Dichte (HDL) auf. Inkubiert man diese Zellen
in Gegenwart von 125J-HDL3' so la~t sich nach Abspulen der
nicht gebundenen Radioaktivitat das an die zellmembranen ge-
bundene bzw. aufgenommene HDL3 in einem Gamma-Counter erfas-
sen und liefert damit eine Aussage uber die HDL-Rezep-
tordichte. Prlifsubstanzen konnen zu einer weiteren Zunahme
der HDL-Rezeptoren flihren und damit potentiell antiathero-
sklerotisch wirksam sein, da durch eine verstarkte Bindung
und Aufnahme von Lipoproteinen hoher Dichte mehr Cholesterin
aus der Gefa~wand in die Leber zurlicktransportiert, also der
"reverse cholesterol transport" stimuliert wird.
4.7.2 Ma1;erial und He1;hoden
4.7.2.1 Zellen
Folgende Makrophagen-ahnlichen Zellinien (Spendertier: Maus)
wurden bei der' "American Type Culture Collection (ATCC)"
bezogen und auf ihre Eignung als Ersatz flir Maus-
Peritonealmakrophagen bei HDL-Bindungsuntersuchungen hin
untersucht:
Bezeichnung
IC21
J774A.1
PU5-1R
Bestellnummer
TIB 186
TIB 67
TIB 61
Die Zellen sind in 10 %igem DMSO in Kulturmedium bei -196 °C
mit unbekannter Passagenzahl kryokonserviert.
Darliberhinaus fanden frisch angelegte Primarkulturen von
Peritonealmakrophagen der Maus Verwendung.
- 408 -
4.7.2.2 Kulturmedium und Puffer
a) Kultur.medium, Medienadditiva und Antibiotika:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03 , Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach
konzentriert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Natriumpyruvat (Seromed, Nr. L0473)
8. L-Glutamin (Boehringer Mannheim, Nr. 210277)
9. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM Pulverkonzentrat (fUr 5 I Medium)
+ 18,5 g NaHC03
+ 0,5 g Streptomycinsulfat
+ 0,3 g Penicillin G (500.000 1U)
werden mit bidest. Wasser auf 5 I aufgefUllt und nach
15 - 30minUtigem RUhren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~,
Schleicher & SchUll, Nr. 401352).
Die NEAA, Natriumpyruvat und L-Glutaminlasungen werden vor
Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Das FKS wird zur Inaktivierung von Proteasen zwei Stunden
bei 56 °C hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 %ig (v/v)
dem FIUssigmedium zugesetzt.
BSA wird als sterile 10 %ige Stammlasung in bidest. Wasser
bei 4 °C gelagert und dem FIUssigmedium vor Gebrauch 1 %ig
(v/v) zugesetzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
schlie~lich NaHC03, NEAA, L-Glutamin, Natriumpyruvat und
Antibiotika bezeichnet. AIle anderen Zusatze (FKS, BSA,
LDL) werden gesondert aufgefUhrt.
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b) Zusammensetzung des PBS-Puffers
Zum Waschen der Zellen bei den Bindungsinkubationen wird
"phosphate buffered saline" (PBS) verwendet:
8,0 g NaCl (Merck, Nr. 6404)
0,2 g KCl (Merck, Nr. 4936)
1,15g NazHP04 (Sigma, Nr. 50876)
0,2 g KHzP04 (Merck, Nr. 4873)
werden mit bidest. Wasser auf 1 1 aufgeflillt - der pH-Wert
der Losung betragt 7,0.
4.7.2.3 Subkultivierung der Makrophagen-Zellinien
AIle im folgenden beschrieben Arbeitsgange erfolgen unter
sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank, sterile Verbrauchsware,
Pipetten) :
1. Medium absaugen
2. 3 ml PBS-Puffer zusetzen (bei NUNC-Petrischalen, d=10 cm,
Nr. 150350)
3. Die Zellen mittels sterilem Gummiwischer vorsichtig
abschaben
4. zentrifugation der Zellsuspension bei 2.000 Upm (Labofuge
6000, Heraeus), 1 min
5. Absaugen des tiberstandes, suspendieren des Zellpellets in
5 ml DMEM/I0 % FKS
6. Zentrifugation wie .4.
7. tiberstand absaugen, Zellpellet in 5 ml DMEM/I0 % FKS auf-
nehmen und auf flinf neue Petrischalen verteilen, in denen
10 ml DMEM/I0 % FKS vorgelegt werden.
4.7.2.4 Einfrieren derMakrophagen-zellinien
Punkt 1.-6. wie unter 4.7.2.3 beschrieben
Dann weiter:
7. Pellet in 1 ml DMEM/I0 % FKS/10 % DMSO suspendieren und in
eine Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettieren
8. Mit Einfrierstopfen (Union Carbide) auf Position "G" 2
Stunden im Stickstoffbehalter belassen, danach aIle 15 min
eine Position tiefer setzen.
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4. 7. 2. 5 I solierung von Peri t:onea1makrophagen der ltaus
Ftir die Isolierung von Peritonealmakrophagen zur Herstellung
von Primarkulturen werden NMRI-Mause (mannlich, ca. 20 g;
Ztichter Hagemann) verwendet.
Nach dem Toten der Maus in Etherdampf wird diese mit ausge-
streckten Extremitaten auf einer Unterlage befestigt. Die
Bauchhaut wird mit 70 %igem Ethanol desinfiziert und an-
schlie~end vom Brust- bis zum Bauchraum abprapariert, ohne
die darunterliegende Muskulatur zu verletzen. In den inneren
Bauchraum werden 4 ml 0,9 %ige NaCl + 0,5 E Liquemin (Hoff-
mann LaRoche) steril injiziert, ohne Organe zu verletzen. Der
Bauchraum wird massiert, dann die Muskelschicht abgehoben,
etwas eingeschnitten und die NaCl-Lsg. mit den Zellen mit ei-
ner sterilen Pasteurpipette aufgesogen und in ein steriles
Rohrchen tiberftihrt.
Die Peritonealsptilungen von 3 Mausen werden in einem Zentri-
fugenrohrchen vereinigt, 5 min bei 2.000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand gut abgesaugt. Die Zellen werden in DMEM
(10 % FKS) resuspendiert (1 ml Medium/Rohrchen) und auf die
entsprechenden Multischalen verteilt. Es werden jeweils die
Zellen von 2 Mausen auf einer Multischaleneinheit zusammenge-
fa~t (Konzentration der Zellen ca. 1-3 x 106 Zellen).
4.7.2.6 Praparat:ion von humanen High-Densit:y-Lipoprot:einen
(HDL3 J
Human-Vollblut der Blutbank Koln (Antikoagulanz : Citrat)
wird in einer Laborzentrifuge (Labofuge 6000, Heraeus) 15 min
bei 3.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand (Citrat-Plasma)
wird mit Kaliumbromid (KBr, Merck, Nr. 4905) auf eine Dichte
von 1,02 g/ml eingestellt und wie folgt zentrifugiert: Ultra-
zentrifuge L8-70M und 70Ti-Rotor, Quickseal-Rohrchen,
Fa. Beckman, 16 h, 65.000 Upm, die Trennung erfolgt bei 4°C.
Es werden 10 ml Uberstand (VLDL, Chylomikronen) mittels
Pasteurpipette abgenommen und verworfen.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,063 g/ml
eingestellt und erneut unter oben beschriebenen Bedingungen
zentrifugiert. Die oberen 5-8 ml (je nach LDL-Gehalt des
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Plasmas) werden mittels Pasteurpipette abgenemmen und nach
der Dialyse gegen unten aufgeflihrten Puffer zur Acetylierung
(4.7.2.7) eingesetzt.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,125 g/ml
eingestellt und erneut unter eben beschriebenen Bedingungen -
jedoch mindestens 36 h lang - zentrifugiert. Die oberen
5-8 ml (je nach HDL2-Gehalt des Plasmas) werden mittels
Pasteurpipette abgenommen und verworfen.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,21 g/ml
eingestellt und erneut unter den bei der HDL2-Abtrennung
beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. Die oberen 5-8 ml
(je nach HDL3-Gehalt des Plasmas) werden mittels Pasteurpi-
pette abgenommen, und gegen folgenden Puffer dialysiert:
36,0 g Natriumchlorid (NaCI, Merck Nr. 6404)
1,5 g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma Nr. ED2SS)
1,2 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HP04, Sigma Nr. S0876)
werden mit vorgeklihltem (4 DC) bidest. Wasser auf 4 I aufge-
flillt (pH 7,2). Der Dialysepuffer wird jeweils frisch ange-
setzt, wobei flir 100 ml HDL3-Praparation achtmal 4 I
Dialysepuffer eingesetzt werden - die Dialyse erfolgt liber
ingesamt 2 Tage. Es wird ein Dialyseschlauch mit einer
Ausschlu~grenze von 10.000 g/mol (Serva Nr. 44110)
eingesetzt.
Nach einer Preteinbestimmung nach Lowry wird das HDL3 ste-
rilfiltriert (0,2 ~, Einwegfilterhalter, Sartorius, Nr.
16534 K) - die maximale Haltbarkeit betragt 8 Wochen.
4.7.2.7 Herstellung von acetylierten LDL
1 ml LDL-Losung (10-16 mg Protein/ml) und 1 ml gesattigte Na-
triumacetatlosung werden im Eisbad gerlihrt. Es ist darauf zu
achten, da~ die gesamte Losung standig in Bewegung ist.
Man la~t Acetanhydrid langsam (etwa 3 ~1/5 min) zutropfen,
webei die benotigte Menge nach felgender Regel ermittelt
wird: mg LDL-Protein xl,S = ~l Acetanhydrid.
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Nach Zugabe des gesamten Acetanhydrids wird die gesamte Lo-
sung noch weitere 30 min gertihrt.
tiber Nacht wird gegen
0,9 % NaCI
0,3 romol/l EDTA; pH 7,4, 4 °C
dialysiert und die Dialysefltissigkeit mehrmals gewechselt.
Zur Kontrolle wird anschlie~end eine Agarose-Elektrophorese
durchgeftihrt. Bei erfolgreicher Acetylierung der LDL kann die
Proteinbande der Acetyl-LDL bei einem hoheren Rf-Wert (etwa
auf der Hohe der HDL) lokalisiert werden. Andernfalls
sChmiert die Bande vom Start an, was auf eine Denaturierung
der LDL hinweist.
4.7.2.8 Priiparation von apoE-armen HDL3
Ftir die Bindungsstudien werden apoE-arme HDL3 als Tracer ein-
gesetzt:
a) Puffer (pH 7,4)
Puffer 1: 0,05
0,025
5
Puffer 2: 0,29
5
zur Priiparation von apoE-armen HDL3:
mol/l NaCI (Merck, Nr. 6404)
mol/l MnClz (Sigma, Nr. M3634)
romol/l Natriumacetat (Merck, Nr. 6720)
mol/l NaCI
romol/l Natriumacetat
b) Vorbereitung und Durchfilhrung der Siiulenchromatographie:
Heparin-Sepharose (Pharmacia, Nr. 17-0467-01) wird in
"Puffer 1" gequollen (5 9 Trockensubstanz ergeben 15 ml
Gel), in eine Saulenvorrichtung (Pharmacia, Nr. 19-0870-
01) gefliUt und mit 150 ml "Puffer 1" aquilibriert. Die
daftir Bingesetzte Schlauchpumpe (Pharmacia, Modell 2132-
002) wird mit einer Flu~rate von 30 ml/h betrieben. Die
HDL3-Fraktion wird zweimal gegen je 1 I "Puffer 1"
dialysiert und (ca. 10 mg HDL-Protein) in diesem Puffer
tiber Nacht mit einem Flow von 10 ml/h tiber die Saule
zirkuliert. Die nicht gebundene Fraktion (apoE-arme HDL3)
wird gegen den unter 4.7.2.6 beschriebenen Dialysepuffer
dreifach dialysiert und mittels Ultrafiltration (Fa.
Amicon, Minicon-Zellen Typ B15) auf einen Proteingehalt
von ca. 10 mg/ml aufkonzentriert.
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Die Heparinsaule wird nach Regeneration mit 200 ml "Puffer 2"
und anschliessender Aquilibrierung gegen "Puffer 1" weitere
viermal eingesetzt.
4. 7.2.9 Radiojodierung von apoE-armen HDL3
1 ml apoE-arme HDL3 (Proteingehalt ca. 10 mg/ml) werden mit
20 Jodobeads (Pierce Chemical Company, Nr. 28666) und 10 ~l
(37 MBq) Na125J (DuPont/NEN, Nr. NEZ 033A) 20 min bei Raum-
temperatur unter leichtem Schlitteln inkubiert.
Die HDL3 werden von den Jodobeads getrennt, 1:1 (v/v) mit
eiskalter 0,9 %iger NaCI-Losung verdunnt und sechsmal gegen
1 1 dieser Losung bei 4 DC dialysiert (24 h, Dialyseschlauch
mit 10.000er Ausschlu~grenze, Serva, Nr. 44104). Die 125J _
HDL3 werden nach einer Proteinbestimmung nach Lowry und einer
Bestimmung der eingebauten Radioaktivitat im Gammacounter
(LKB, Rackgamma II, Modell 1270) sterilfiltriert (Einwegfil-
terhalter Sartorius, Nr. 16534K) und bei 4 DC gelagert; die
maximale Haltbarkeit betragt 3 Tagel Die spezifische Aktivi-
tat der Praparationen liegt im Bereich 200-300 cpm/ng Pro-
tein.
4. 7. 2. 10 pro1;einbes1;immung nacb Lowzy
Losungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2 % Na2C03
0,1 mol/l NaOH
1 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CUS04 x 5 H20
einzeln losen, dann zusammengeben
50 Teile Reagenz A
+ 1 Teil Reagenz B
Prliflosung:
100 ~l Probe mit 2 ml Reagenz C gut mischen und 10 min
stehen lassen.
100 ~l Folin-Reagenz (Fa. Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen
100 ~l Triton-X-100 (1 %ig in dest. Wasser) zugeben.
Absorptionsbestimmung gegen Reagenz + Folin + Triton als
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Leerwert im Spektralphotometer (Beckman, Modell 34) - Wel-
lenlange: 660 nm
Eichlosung:
0,1 % BSA-Lsg.
10-50 ~l = 10 - 50 ~g BSA/Ansatz
4. 7.2.11 Du:rchfiihrung der HDL3-Bindungsexperi.111ent:e
Die Bindungsuntersuchungen werden in Eppendorf-Reaktions-
gefa~en (Sarstedt, Nr. 72693) durchgeflihrt, welche 24 h bei
37 °C mit PBS/O,l % BSA vorinkubiert waren.
Zur HDL3-Bindung werden die mit 20 ~g/ml acetylierten LDL
beladenen und mit Substanzen behandelten Zellen mit einem
Gummiwischer von den Kulturschalen abgeschabt, mit 0,5 ml PBS
in die Eppendorfgefa~e liberflihrt und nach Versetzen mit
0,5 ml DMEM/O, 1 % BSA/I0 mg/ml 125J-HDL3 30 min im Eisbad
inkubiert. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung werden
drei Kontrollinkubationsansatze in Gegenwart von 1 mg/ml
nicht-markierter HDL3 durchgeflihrt.
Anschliessend werden die Zellen pelletiert (Beckman, Micro-
fuge 12, 10.000 x g), zweimal mit PBS/O,l % BSA und viermal
mit PBS ohne BSA gewaschen (= suspendieren in 0,5 ml Wasch-
puffer, pelletieren mittels Zentrifugation) und die gebundene
Radioaktivitat im Gammacounter (LKB, Rackgamma II Modell
1270) quantifiziert. Nach Solubilisierung der Zellen mit
0,5 mID,S mol/l NaOH wird ein 100 ~l-Aliquot zur Proteinbe-
stimmung nach Lowry eingesetzt.
4.7.2.12 Auswert:ung der Bindungsst:udien
Bestimmt wird die spezifisch gebundene Masse apoE-armer HDL3
durch Subtraktion der in Gegenwart eines 100fachen Uberschus-
ses an HDL3 gebundenen Radioligandmenge von der Gesamtbin-
dungsmenge bei den Kontroll- bzw. Substanzinkubationen. Die
Radioaktivitatsdaten werden dabei immer auf das Zellprotein
bezogen, wobei aus drei Inkubationsansatzen pro Substanz bzw.
Konzentration der Mittelwert ermittelt wird. Die Substanz-
bedingte Beeinflu~ung der HDL3-Rezeptoraktivitat wird als
Differenz zur Kontrollinkubation prozentual ausgedrlickt. Die
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Auswertung erfolgt durch ein fUr diese Zwecke entwickeltes
Computerprogramm (Programmiersprache: BASIC).
4.7.3 Ergebnisse und Diskussion
Dieser In-vitro-Test ist in Zusammenarbeit mit Priv.-Doz.
Dr. Schmitz, MUnster, aufgebaut und etabliert worden. Diesem
Modell liegen folgende Vorstellungen zugrunde, die bereits
experimentell sowohl im Labor von Dr. Schmitz als auch im
Lipidlabor der Fa. Nattermann bestatigt werden konnten:
Die Inkubation von Maus-Peritonealmakrophagen mit acetylier-
ten humanen Lipoproteinen geringer Dichte (Ac-LDL) fUhrt
neben einer Erhohung der Bindungskapazitat von HDL zu einer
verstarkten Aufnahme und Speicherung von Cholesterin in Form
von Cholesterinester. Dabei werden die aufgenommenen Chole-
sterinester zunachst in den Lysosomen unter Katalyse der
sauren Cholesterinesterhydrolase (ACEH) hydrolysiert und das
freie Cholesterin in das Zytoplasma transportiert, wo es
durch das Enzym Acyl-CoA:Cholesterin-Acyltransferase (ACAT)
reverestert und gespeichert wird. Da aber nur freies
Cholesterin Uber die HDL abtransportiert werden kann, sorgt
eine neutrale Cholesterinesterhydrolase (NCEH) fUr eine
Cholesterinester-Spaltung und damit ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen unverestertem und verestertem
Cholesterin.
Experimente mit den ACAT-Inhibitoren Octimibat und Sandoz
58-035 zeigten, da~ diese Substanzen nicht nur das Gleichge-
wicht zwischen unverestertem und verestertem Cholesterin
zugunsten des unveresterten, abtransportierbaren Cholesterins
verschieben, sondern zusatzlich noch die HDL-Rezeptordichte
erhohen (Abb. 4.44). Dabei erwies sich allerdings die Sandoz-
Substanz 58-035 in der eingesetzten Konzentration als zytoto-
xisch, so da~ nach 6sttindiger Inkubation die Bindungsrate
niedriger als beim Kontrollexperiment ohne Substanz war. Ob
die HDL-Rezeptordichte tiber die Menge unverestertem Chole-
sterins im Zytoplasma reguliert wird, kann an dieser Stelle
nicht entschieden werden.
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Abb. 4.44: Einfluf3 von ACAT-Inhibitoren auf die HDL-Bindung
an Peritoneal-Makrophagen der Maus.
Die Makrophagen wurden aus Mausen mit 0,9 %iger
NaCl-Losung, welche 0,5 Einheiten Heparin enthielt,
gewonnen und bei 37 °C in DMEM, welches 10 % fotales
Klilberserum (FKS), 1 % nicht-essentielle Aminosauren
(NEAA), 1 mmol/l Natriumpyruvat und 3 mmol/l L-Glu-
tamin enthielt, im Brutschrank kultiviert. Nach 16 h
wuxde das FKS durch einen 0,2 %igen Zusatz an
Rinderserumalbumin (BBA) ersetzt und die Zellen mit
20 Ilg/ml acetylierten LDL in Gegenwart dez: Testsub-
stanzen 20 h beladen.
Die Zellen wurden zweimal mit einem PBS-Puffer,
pH 7,4, welcher 0,2 % BSA enthielt, gewaschen und
die adharenten Zellen 1 h mit 20 Ilg/ml 12SJ-HDL3
(spezifische Radioaktivitat: 125 cpm/ng Protein) in
DMEM bei 4 °C (Eisbad) inkubiert. Sie wurden an-
schliessend zweimal mit PBS-Puffer/ 0,2 % BSA und
viermal mit PBS-Puffer ohne BSA gewaschen. Der Mono-
layer wurde in 0,5 molll NaOH solubilisiert und die
Radioaktivitat im Gammazahler (LKB, Model 1270)
quantifiziert. Ein 100-1l1-Aliquot diente der Pro-
teinbestimmung nach Lo~ et al. (1951).
• acetylierte LDL (20 Ilg/ml)
• acetylierte LDL (20 Ilg/ml)
+ Octimibat (10 Ilmo1/1)
l1li acetylierte LDL (20 Ilg/m1)
+ Sandoz 58-035 (NAT 04-436; 0,2 Ilmol/l)
Auch die Inkubation in Gegenwart des membrangangigen Dibuty-
ryl-cAMP erhoht die HDL-Bindungsrate bis zu einer Inkuba-
tionsdauer von 3 Stunden; ein ahnlicher Effekt laf3t sich
durch Motapizon erzielen, das - wie an Thrombozyten gezeigt
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werden konnte - tiber eine Inhibition von Phosphodiesterasen
(Kap. 3.8) die intrazellulare Konzentration von cAMP erhoht
(Abb. 4.45). Von cAMP ist bekannt, da~ es in glatten
Muskelzellen bzw. Endothelzellen die NCEH aktiviert und damit
ebenfalls zur Bereitstellung einer gro~eren Menge an freiem
Cholesterin ftihrt.
1 3
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Abb. 4. 45: Einflu~ von Dibutyryl-cAMP bzw. Motapizon auf die
HDL-Bindung an Peritoneal-Makrophagen der Maus.
Die Inkubationen wurden, wie in der Legende zu
Abb. 4.44 beschrieben, durchgefiihrt.
• acetylierte LDL (20 Ilg/ml)
A. acetylierte LDL (20 Ilg/m1)
+ Dibutyryl-cAMP (10 Ilg/ml)
III acetylierte LDL (20 Ilg/ml)
+ Motapizon (10 Ilg/ml)
Urn ein Routine-Screening mit diesem Modell ohne Tierverbrauch
zu ermoglichen, wurden im Projektzeitraum permanente Makro-
phagen-Zellinien auf ihre Fahigkeit hin untersucht, HDL
spezifisch zu binden.
Durch Bindungsstudien an einem Peritonealmakrophagen-Mono-
layer nach Vorinkubation der HDL3-Fraktion mit Antikorpern
gegen apoA-I, A-II, C-II, C-III oder apoE konnte gezeigt wer-
den, da~ nur apoA-I-Antikorper die Bindungsraten der Lipopro-
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teine konzentrationsabhangig senken, was den Schlu~ auf einen
apoA-I-HDL-Rezeptor impliziert (Schmitz, 1985a).
Aus diesem Grund wurde fUr unsere Untersuchungen mittels
Heparin-Sepharose-Affinitatschromatographie ein apoE-armes
und damit auch Cholesterin-armes HDL prapariert (Weisgraber,
1980), um unspezifische Bindungseffekte zu minimieren.
Ein grundlegendes Problem bei Bindungsuntersuchungen ist die
elektrostatisch bedingte Anhaftung von peptidischen Liganden
an das Plastikmaterial. Deshalb sollte man, um nicht die
spezifische Bindungen innerhalb der Bestimmungsfehlerbreite
untergehen zu lassen, nur mit konfluenten Zell-Monolayern
arbeiten. Dies ist mit den sehr fest adharierenden Peri-
tonealmakrophagen der Maus leicht moglich, stellt jedoch beim
Umgang mit Makrophagen-Zellinien - vor allem wenn diese mit
rnodifizierten LDL beladen und damit "gestresst" werden - ein
nur schwer losbares Problem dar. Aus diesem Grund wurden die
Bindungsuntersuchungen nicht, wie beim LDL- bzw. ANP-Rezepto-
rassay (Kap. 4.9 bzw. 3.7), in der Kulturschale, sondern nach
Absplilen der Zellen in mit Albumin (BSA) vorinkubierten
Polyethylengefa~en (minimale Plastikbindungl) durchgefUhrt.
Neben Untersuchungen mit den Makrophagen-ahnlichen Zellinien
J774 und IC21 wurde nach den hervorragenden Ergebnissen mit
der Mauslinie PU5-1R im Rahmen des "reverse cholesterol
transport" (Kapitel 4.4 und 4.5) besonders diese naher
untersucht.
Abbildung 4.46 zeigt die Zeitabhangigkeit der spezifischen
HDL-Bindung, wobei sich analog zu den Ergebnissen im Peri-
tonealmakrophagen-System ein dynamisches Gleichgewicht von
Bindung bzw. Abspaltung des Liganden nach ca. 30 min ein-
stellt. Bindungszeiten von mehr als einer Stunde gehen mit
verminderter Bindung der apoE-armen HDL einher, was wahr-
scheinlich durch eine verminderte Vitalitat der Zellen bei
den Bindungsbedingungen (4 °C I) bedingt ist.
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Abb. 4.46: Zeitabhangigkeit der Bindung von 125J _HDL an
PU5-1R-Zellen.
PU5-1R-Zellen wurden fiir 16 h bei 37°C in DMEM/
1 % NEAA (Boehringer Mannheim) / 0, 1 % BSA vorinku-
biert. Die Zellen wurden abgeschabt und die 125J _
HDL-Bindungsstudie in polyethylen-Reaktionsgefa~en,
welche mit PBS/ 0,1 % BSA 24 h zur Minimierung der
unspezifischen Bindung vorinkubiert waren, durchge-
fiihrt. Nach Zusatz von 10 ~g/ml 125J _HDL (spez.
Aktivitat 250 cpm/ng Protein) wurde fiir die angege-
benen Zeiten bei 4 °C (Eisbad) inkubiert. Zur
Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden Kon-
trollinkubationen in Gegenwart von 1 mg/ml nicht-
markierter HDL durchgefiihrt.
Nach Sedimentation der Zellen durch Zentrifugation
(3 min bei 8,000 x g; Beckman Microfuge 12) wurde
das Pellet zweimal mi t PBS/ 0,1 % BSA und zweimal
mit PBS ohne BSA durch wiederholte Suspensions-
Zentrifugationsschritte gewaschen.
Die Zellen wurden anschliessend in 1 ml 0,5 mol/l
NaOH solubilisiert und die Zell-assoziierte Radio-
aktivitat im Gammazahler (LKB, Modell 1270) quanti-
fiziert. Ein 100 ~l-Aliquot diente der Proteinbe-
stimmung nach Lowry et al. (1951).
Angegeben sind die Mittelwerte der spezifischen
Bindung ± Standardabweichung.
ZP = Zellprotein
Hinweise auf eine spezifische Bindungsstelle liefert Abbil-
dung 4.47, in der gezeigt wird, da~ steigende Konzentrationen
nicht-markierter HDL mit 125J - markierten HDL kompetieren. Der
fur solche Kompetitionsexperimente typische sigmoide Kurven-
verlauf zeigt auch, da~ die Bindungseigenschaften des Ligan-
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den durch die gewahlte Jodierungsmethode (Markwell, 1982)
nicht beeinflusst werden.
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Abb. 4.47: Bindung von 125J _HDL an PU5-1R-Zellen.
Vorinkubationen und Bindungsexperimente wurden, wie
in der Legende zur Abb. 4.46 beschrieben, mit der
Ausnahme durchgefiihrt, daf3 5 Ilg/ml 125J _HDL (epos ,
Akt. 180 cpm/ng) in Gegenwart der angegebenen Mengen
nichtmarkierter HDL zur 30miniitigen Reaktion
eingesetzt wurden.
Angegeben sind die Mittelwerte der spezifischen
Bindung ± Standardabweichung.
ZP = Zellprotein
Urn die Regulation der Expression von HDL-Rezeptoren in der
Makrophagen-Zellinie PUS-1R zu zeigen, wurde das Sattigungs-
verhalten der spezifischen Bindung von apoE-armen HDL bei
verschiedenen Beladungszustanden der Zellen (Inkubation in
Gegenwart unterschiedlicher Mengen acetylierter LDL) unter-
sucht. Abb. 4.48 zeigt eine signifikante Erhohung der spezi-
fischen Bindung von HDL unter erhohter Cholesterinbeladung,
ahnlich wie es fur Peritonealmakrophagen der Maus gezeigt
werden konnte(Schmitz, 1985a).
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Abb. 4.48: Abhlingigkei t der. Bindung von 125J_ HDL an PUS-1R-
Zellen von dez: 125J-HDL-Konzentration.
PUS-1R-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentra-
tionen an acetylierten LDL in DMEM/ 1 % NEAA/
0,1 % BSA fur 16 h bei 37 0 C vorinkubiert. Die wei-
teren Arbeitsschritte erfolgten, wie in der Legende
zur Abb. 4.46 beechsri.eben,
Angegeben sind die Mittelwerte der spezifischen Bin-
dung ± Standardabweichung.
Eine Auswertung der relevanten Bindungsdaten nach der Scat-
chard-Methode (Abb. 4.49) zeigt eine streng lineare Beziehung
der Gruppendaten, wobei die Parallelitat der Linearen auf
eine zunahme der Rezeptordichte bei gleichbleibender Spe-
zifitat der Rezeptor-Ligand-Interaktion hinweist. Die er-
mittelte Dissoziationskonstante KD=O,4 ~ol/l zeigt eine
geringere Spezifitat des Rezeptors fUr die HDL-Fraktion, als
es fUr Maus-Makrophagen gezeigt wurde (Schmitz, 1985a;
KD=O,07 ~mol/l), was aber auch durch unterschiedliche Pra-
parationen der HDL-Fraktion bzw. unterschiedlichen Lipid-
status der Plasmaspender erklart werden kannl
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Abb. 4.49: Scatchardanalyse der spezifischen Bindungsdaten
aus Abb. 4.48.
Die Regressionsanalyse der spezifischen HDL-Bin-
dungsdaten ergab drei parallele Geraden.
Korrelationskoeffizienten:
r = 0,981 (ohne LDL)
r = 0,967 (+ 50 ~g/ml acLDL)
r 0,991 (+ 100 ~g/ml acLDL)
Insgesamt konnte gezeigt werden, da~ die Makrophagen-ahnliche
Zellinie PUS-IR tiber eine spezifische Bindungsstelle ftir
apoE-armes HDL verftigt, welche tiber den intrazellularen Cho-
lesteringehalt regulierbar ist. Bei den Untersuchungen mit
Referenzsubstanzen (ACAT-Inhibitoren Sandoz 58-035 bzw. Octi-
mibat und Dibutyryl-cAMP) konnte jedoch eine Stimulation der
HDL-Rezeptoraktivitat nicht reproduzierbar demonstriert wer-
den. Hierftir kennen vor allem die bereits in Kapitel 4.5 die-
ses Berichts diskutierten Kultivierungsprobleme bei der PU5-
lR-Zellinie verantwortlich gemacht werden. Der dort beschrie-
bene erfolgreiche Ersatz von Maus-Peritonealmakrophagen durch
die permanente Zellinie ist dadurch erklarbar, da~ die Mes-
sung der Sekretionsprodukte ein Integral tiber den Inkubati-
onszeitraurn darstellt, kurzzeitige Aktivitatsanderungen der
Zellen unter Einflu~ z.B. der Proliferationsgeschwindigkeit
also nicht signifikant die Me~gre~e verandern. Bei den in
diesem Kapitel vorgestellten HDL-Bindungsstudien handelt es
sich jedoch urn eine zeitlich punktuelle Bestimmung; variable
Determinanten des sehr schnell regulierten Zellrezeptorstatus
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wie Beladungszustand und proliferationsgeschwindigkeitin
Abhangigkeit von Zelldichte und Temperatur mussen zurn Bestim-
mungszeitpunkt optimal aufeinander abgestimmt sein, urn eine
Vergleichbarkeit von Substanz-/Kontrollgruppe einerseits und
von zu verschiedenen Zeiten durchgefuhrten Untersuchungen
andererseits gewahrleisten zu konnen. Mit den methodisch
weniger aktiven peritonealmakrophagen der Maus ist dies nach
Standardisierung der Kulturbedingungen und des Versuchsab-
laufes moglich, die Proliferations-aktiven makrophagenahnli-
chen PU5-1R-Zellen hingegen lassen sich nicht fur diese Fra-
gestellung verwenden.
Bei den ebenfalls untersuchten Makrophagen-Zellinien J774 und
IC21 konnte unter Beladung mit acetylierten LDL keine
signifikante Regulation des HDL-Rezeptors wie bei PU5-1R-
Zellen gezeigt werden. Fur HDL-Bindungsstudien mit dem zu
Beginn dieses Kapitels beschriebenen Ziel sind diese
permanenten Zellinien daher ebenfalls nicht einsetzbar.
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4. 8 Bes1;immung der LDL-Rezep1;ordich1;e an HepG2-Zellen
4. 8. 1 Prinzip des Tes1;verfahrens und Aussagemoglichkei 1;
Inkubiert man HepG2-Zellen in Gegenwart von 125J _LDL, so la~t
sich nach Absplilen der nicht gebundenen Radioaktivitat das an
die Zellmembranen gebundene bzw. aufgenommene LDL mit einem
Gamma-Zahler erfassen und liefert damit eine Aussage Uber die
LDL-Rezeptordichte. Der Anteil unspezifischer Bindung wird in
Gegenwart eines 100fachen Uberschusses an unmarkierten LDL
bestimmt. Inkubation dieser Zellen in Gegenwart von PrUfsub-
stanzen kann zu einer Zunahme der LDL-Rezeptordichte fUhren,
die invers mit der LDL-Konzentration im Plasma korreliert und
damit eine Aussage Uber die potentiell antihyperlipidamischen
Eigenschaften der betreffenden PrUfsubstanz erlaubt.
Die bei einem stimulierten "reverse cholesterol transport"
vermehrt gebildeten apoE- und Cholesterin-reichen HDL binden
mit gro~er Affinitat an den B,E-Rezeptor, so da~ durch Hoch-
regulation des hepatischen Rezeptors ein zusatzlicher Benefit
fUr den CholesterinrUcktransport erreicht wird.
4.8.2 Ma1;erial und Me1;hoden
4.8.2.1 Zellen
a) Hepatomazellen
Es wird eine humane Hepatomazellinie, literaturbekannt
unter der Bezeichnung HepG2, eingesetzt, welche uns 1985
vom Institut fUr klinische Chemie und Labormedizin der
Universitat MUnster mit freundlicher Genehmigung von PD
Dr. Schmitz zur VerfUgung gestellt wurde. Die Zellen sind
in Kulturmedium unter Zusatz von 10 % DMSO bei -196°C mit
unbekannter Passagenzah1 kryokonserviert.
b) Kaninchenaortenzellen
FUr einige Bindungsuntersuchungen wurde eine Kaninchenaor-
ten-Primarkultur eingesetzt. Zur Praparation wird ein ca.
5 cm langes Aortensegment aus dem thorakalen Bereich
frisch entnommen und die Blutreste durch intensives Wa-
schen in PBS-Puffer (s. 4.8.2.2) entfernt. Adiposes Gewebe
wird mittels sterilem Skalpell entfernt und die Aorta nach
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erneutem Waschen in PBS mittels einer hei~sterilisierten
Schere (2 h, 180°C) in ca. 5 rnrn 2 gro~e StUcke geschnitten
und 24 Stunden mit DMEM/10 % FKS/Dispase I (1 U/ml, Boeh-
ringer Mannheim, Nr. 210455) bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Das Medium wird anschliessend bei 2.000 Upm
abzentrifugiert (Labofuge 6000), das verbleibende Pellet
einrnal mit DMEM gewaschen und nach Zugabe von DMEM/10 %
FKS erneut im Brutschrank 24 h inkubiert. Die nicht von
der Dispase abgebauten Gewebsreste werden anschliessend
abgesaugt und die adharenten Kaninchenaortenzellen bis zur
Konfluenz kultiviert.
Die Zellen sind seit 1986 in der 5. Passage in Kulturrnedium
unter Zusatz von 10 % DMSO bei -196°C kryokonserviert und
wurden zwischen der 8. und 15. Passage fUr die LDL-Bindungs-
untersuchungen eingesetzt.
4.8.2.2 Kulrur.medium und Puffer
a) Kultur.medium, Medienadditiva und Antibiotika:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriurnhydrogencarbonat (NaHC03, Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 3174~)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht essentielle Arninosauren (NEAA, 100fach
konzentriert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM Pulverkonzentrat (fUr 5 1 Medium)
+ 18,5 9 NaHC03
+ 0,5 9 Streptomycihsulfat
+ 0,3 9 Penicillin G (500.000 IU)
werden mit bidest. Wasser auf 5 1 aufgefUllt und nach
15 - 30minUtigem RUhren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~,
Schleicher & SchUll, Nr. 401352 ).
Die NEAA werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Das FKS wird zur Inaktivierung von Proteasen zwei Stunden
bei 56°C hitzeinaktiviert und vor Gebrauch 10 %ig (v/v)
dem FIUssigmedium zugesetzt. Dieses hitzeinaktivierte FKS
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wird fUr die Kultivierung der HepG2-Zellen eingesetzt~ die
Aortenprimarkultur wird mit FKS ohne Inaktivierung
besehiekt.
BSA wird als sterile 10 %ige Stammlosung in bidest. Wasser
bei 4 °C gelagert und dem FIUssigmedium vor Gebraueh 1 %ig
(v/v) zugesetzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlieh das Nahrmedium ein-
sehlieplich NaHC03,NEAA und Antibiotika bezeichnet. AIle
anderen Zusatze (FKS, BSA, LDL) werden gesondert aufge-
fUhrt.
b) Zusammensetzung des PBS-Puffers
Zum Waschen der Zellen bei den Bindungsinkubationen wird
"phosphate buffered saline" (PBS) verwendet:
8,0 9 NaCl (Merck, Nr. 6404)
0,2 9 KCI (Merck, Nr. 4936)
1,15g Na2HP04 (Sigma, Nr. S0876)
0,2 9 KH2P04 (Merck, Nr. 4873)
werden mit bidest. Wasser auf 1 I aufgefUllt - der pH-Wert
der Losung betrug 7,0.
4.8.2.3 Txypsinlosung
100 ml 0,25 %ige Trypsinlosung (Flow, Nr. 1689454) werden mit
7 ml einer 1 %igen EDTA-Losung (in sterilem PBS-Puffer) ver-
setzt.
4.8.2.4 SubJruLtivierung der HepG2- bzw. Aortenzellen
AIle im folgenden besehriebenen Arbeitsgange erfolgen unter
sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank, sterile Verbrauchsware,
Pipetten) :
1. Medium absaugen
2. 2 ml Trypsinlosung zusetzen (bei NUNC-Petrischalen,
d=10 em, Nr. 150350)
3. Nach 5 min bei 37°C die Zellsuspension in ein Zentrifu-
genrohrehen pipettieren, in dem 2 ml DMEM/I0 % FKS vorge-
legt werden
4. Zentrifugation bei 2.000 Upm (Labofuge 6000, Heraeus),
1 min
5. Absaugen des Uberstandes, Suspendieren des Zellpellets in
5 rnl DMEM/I0 % FKS
- 427 -
6. Zentrifugation wie 4.
7. tlberstand absaugen, Zellpellet in 5 ml DMEM/I0 % FKS auf-
nehmen und auf flinf neue Petrischalen verteilen, in denen
10 ml DMEM/10 % FKS vorgelegt werden.
4.8.2.5 Einfrieren von HepG2 bew: Aort:enzellen
Punkt 1.-6. wie unter 4.8.2.4 beschrieben
7. Pellet suspendieren in 1 ml DMEM/10 % FKS/I0 % DMSO und in
eine Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettieren
8. Mit Einfrierstopfen (Union Carbide) auf Position "G" 2 h
im Stickstoffbehalter belassen, danach aIle 15 min eine
Position tiefer setzen.
4.8.2.6 Praparat:ion von humanen Low-Density-Lipoprot:einen
(LDL)
Human-Vollblut der Blutbank Koln (Antikoagulanz: Citrat) wird
in einer Laborzentrifuge (Labofuge 6000, Heraeus) 15 min bei
3.000 Upm zentrifugiert. Der tlberstand (Citrat-Plasma) wird
mit Kaliumbromid (KBr, Merck, Nr. 4905) auf eine Dichte von
1,02 g/ml eingestellt und wie folgt zentrifugiert: Ultrazen-
trifuge L8-70M und 70Ti-Rotor, Quickseal-Rohrchen, Fa. Beck-
man, 16 h, 65.000 Upm; die Trennung erfolgt bei 4 DC.
Es werden 10 ml tlberstand (VLDL, Chylomikronen) mittels
Pasteurpipette abgenommen und verworfen.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,063 g/ml
eingestellt und erneut unter oben beschriebenen Bedingungen
zentrifugiert. Die oberen 5-8 ml -je nach LDL-Gehalt des
Plasmas - werden mittels Pasteurpipette abgenommen und gegen
folgenden Puffer dialysiert:
36,0 g Natriumchlorid (NaCI, Merck Nr. 6404)
1,5 g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma Nr. ED2SS)
1,2 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HP04, Sigma Nr. S0876)
werden mit vorgeklihltem (4 DC) bidest. Wasser auf 4 I aufge-
flillt (pH 7,2). Der Dialysepuffer wird jeweils frisch ange-
setzt, wobei flir 100 ml LDL-Praparation 6mal 4 I Dialyse-
puffer eingesetzt werden; die Dialyse erfolgt liber ingesamt
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24 h. Es wird ein Dialyseschlauch mit einer Ausschlu~grenze
von 10.000 g/mol (Serva, Nr. 44110) eingesetzt.
Nach einer Proteinbestimmung nach Lowry (s. 4.8.2.7) wird das
LDL sterilfiltriert (0,2 ~m, Einwegfilterhalter, Sartorius,
Nr. 16534K); die maximale Haltbarkeit betragt 4 Wochen.
4.8.2.7 Proteinbestimmung nach Lo~
Losungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2,0 % Na2C03
0,1 mol/l NaOH
1,0 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CuS04 x 5 H20
einzeln losen, dann zusammengeben
50 Teile Reagenz A
+ 1 Teil Reagenz B
Pruflosung:
100 ~l Probe mit 2 ml Reagenz C gut mischen und 10 min
stehen lassen.
100 ~l Folin-Reagenz (Fa. Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen
100 ~l Triton-X-100 (l%ig in dest. Wasser) zugeben.
Absorptionsbestimmung gegen Reagenz + Folin + Triton als
Leerwert im Spektralphotometer (Beckman, Modell 34) - Wel-
lenlange: 660 nm
Eichlosung:
0,1 % BSA-Lsg.
10-50 ~l = 10 - 50 ~g BSA/Ansatz
4.8.2.8 Radiojodierung von LDL
1 ml LDL (Proteingehalt 2-3 mg/ml) werden mit 20 Jodobeads
(Pierce Chemical Company, Nr. 28666) und 10 ~l (37 MBg)
Na125J (Du Pont/NEN, Nr. NEZ 033A) 20 min bei Raumtemperatur
unter leichtem Schutteln inkubiert.
Die mit N-Chloro-Benzolsulfonamid beschichteten Jodobeads
durfen dabei nicht beschadigt werden, da sonst die dadurch
bedingte verstarkte oxidative Veranderung der LDL zu einer
verminderten LDL-Rezeptor-Affinitat fuhrtl
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Die LDL werden von den Jodobeads getrennt, 1:1 (v/v) mit eis-
kalter 0,9 %iger NaCI-Losung verdunnt und sechsmal gegen 1 1
dieser Losung bei 4 °C dialysiert (24 h, Dialyseschlauch mit
10.000er Ausschlu~grenze, Serva, Nr. 44104). Die 125J _LDL
werden nach einer proteinbestimmung nach Lowry und einer
Bestimmung der eingebauten Radioaktivitat im Gammacounter
(LKB, Rackgamma II, Modell 1270) sterilfiltriert (Einwegfil-
terhalter, Sartorius, Nr. 16534 K) und bei 4 °C gelagert -
die maximale Haltbarkeit betragt 3 Tagel Die spezifische
Aktivitat der Praparationen liegt im Bereich 200 - 300 cpm/ng
Protein.
4.8.2.9 Durchfiihrung der In-vi1;ro-LDL-Bindungss1;udien
a) Vorberei tung
Da die LDL-Bindungscharakteristik wesentlich von der Zell-
dichte im Petrischalensystem abhangig ist, mussen folgende
Subkultivierungsmodalitaten unbedingt eingehalten werden:
(1) Die HepG2- bzw. Kaninchenaortenzellen sollten erst ab
der 3. (relativl) Passage nach dem Auftauen einer Ampulle
fur das LDL-Rezeptorscreening eingesetzt werden, da erst
dann ein konfluenter Monolayer Synthese-aktiver Zellen zu
realisieren ist.
(2) Die Zellen sollten nicht mehr als 15 Passagen ununter-
brochen in Kultur sein, urn die Vergleichbarkeit der Scree-
ningergebnisse zu gewahrleisten.
b) Durchfilhrung der LDL-Bindungen und versuchsaufarbeitung
Die Zellen werden mit Substanzen 24 h bei 37 °C in Multi-
schalen inkubiert, einmal mit eiskaltem PBS/O,l % BSA-Puf-
fer gewaschen und im Eisbad mit 0,25 ml eisgekuhltem DMEM/
10 ~g/ml 125J _LDL fur 30 min inkubiert. Zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung werden Kontrollinkubationen in
Gegenwart von 1 mg/ml nicht-markierter LDL durchgefuhrt.
Der Monolayer wird anschliessend zweimal mit PBS/ 0,1 %
BSA-Puffer und funfmal mit PBS-Puffer ohne Zusatz
gewaschen. Beide Puffer sind eisgekuhlt, urn eine vermehrte
Degradation der gebundenen LDL zu verhindern.
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Die Zellen werden durch Zugabe von 500 ~l 0,5 mol/l NaOH-
Losung/MS-Vertiefung solubilisiert und die gebundene LDL-
Radioaktivitat im Gammacounter (LKB, Rackgamma II Modell
1270) quantifiziert. Ein 100 ~l-Aliquot wird zur Zellpro-
teinbestimmung nach Lowry eingesetzt.
4.8.2.10 Durchfiihrung der Ex-vivo-LDL-Bindungss1=udien
Die in fllissigem Stickstoff (-196°C) schockgefrorene und
gelagerte Kaninchenleber wird in PBS-Puffer aufgetaut, gewa-
schen und sofort mittels eines Potter-Homogenisators (B.
Braun, Typ 853202) 10 %ig in PBS-Puffer unter Eisklihlung
homogenisiert. Das Leberhomogenat wird 15 sec bei 40 W ultra-
beschallt (Branson Sonifier, Typ B12) und eine Lowry-Protein-
bestimmung nach 1:10-Verdlinnung (mit PBS) von einem 20 ~l­
Aliquot durchgeflihrt.
Die Bindungsuntersuchungen werden in Eppendorf-Reaktionsge-
fa~en (Sarstedt, Nr. 72693) durchgeflihrt, welche 24 h bei
37°C mit PBS/O,l% BSA vorinkubiert sind.
Zur LDL-Bindung werden 300 ~g Leberhomogenatprotein (ca. 200-
300 ~l, je nach Proteingehalt des Homogenates) mit eiskaltem
PBS-Puffer auf 500 ~l aufgeflillt und mit 0,5 ml Bindungspuf-
fer (PBS/O,l % BSA/l mmol/l CaCl 2 ) , welcher 10 ~g/ml 125J _LDL
enthalt, versetzt und 1 h im Eisbad inkubiert. Zur Bestimmung
der unspezifischen Bindung werden pro Behandlungsgruppe drei
Inkubationsansatze in Gegenwart von 1 mg/ml nichtmarkierter
LDL durchgeflihrt.
Das Homogenat wird pelletiert (Beckman, Microfuge 12,
10.000 x g), zweimal mit PBS/O,l % BSA und 2mal mit PBS ohne
BSA gewaschen (= suspendieren in 0,5 ml Waschpuffer,
pelletieren mittels Zentrifugation) und die gebundene
Radioaktivitat im Gammacounter (LKB, Rackgamma II Modell
1270) quantifiziert.
4. 8. 2. 11 Auswertung der Bi.ndunqeetiudi.en
Bestimmt wird die spezifisch gebundene Masse der 125J _LDL
durch Subtraktion der in Gegenwart eines 100fachen Oberschus-
ses von LDL gebundenen Radioligandenmenge von der Gesamtbin-
dungsmenge bei den Kontroll- bzw. Substanzinkubationen. Die
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Radioaktivitatsdaten werden dabei immer auf das Zell- bzw.
Homogenatprotein bezogen, wobei aus drei Inkubationsansatzen
pro Substanz bzw. Konzentration der Mittelwert erroittelt
wird. Die substanzbedingte Beeinflu~ung der LDL-Rezeptorak-
tivitat wird als Differenz zur Kontrollinkubation prozentual
ausgedrUckt. Die Auswertung der In-vitro-Untersuchungen
erfolgt durch ein fUr diese Zwecke entwickeltes Computerpro-
gramm (Programmiersprache: BASIC).
4.8.3 Ergebnisse und Diskussion
Die Inkubation von HepG2-Zellen in Gegenwart von 125J_LDL
fUhrt zu einer zeitabhangigen Zunahroe der Bindung bis zu etwa
30 min, wahrend dann die Bindung konstant bleibt (Abb. 4.50).
Eine Sattigung des LDL-Rezeptors wird bei ca. 40 ~g/ml
125J_LDL erreicht (Abb. 4.51).
Zur Charakterisierung der LDL-Bindung an Zellen der huroanen
Hepatoma-Zellinie HepG2 wurde die 125J-LDL-Bindung nach der
Scatchard-Methode ausgewertet (Abb. 4.52). Es ergab sich eine
Bindungskonstante (KD) von 100 nrool/l fUr die spezifisch
gebundenen LDL bei ca. 200.000 Rezeptoren/Zelle - Daten, die
in guter tlbereinstimmung mit der Literatur stehen (u.a.
Havekes, et al., 1983).
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Abb. 4.50: Abhangigkeit der Bindung von 125J _LDL an HepG2-
Zellen von der Reaktionszeit.
HepG2-Zellen wurden filr 4 h bei 37 °C in DMEM/
1 % NEAA (Boehringer Mannheim)/ 0,1 % BSA voxLnku-
biert. Nach Zusatz von eiskaltem Medium, welches
zusatzlich 30 Ilg/ml 125J _LDL (epee, Akt. 210 cpm/mg
Protein) enthielt, wurde filr die angegebenen Zeiten
bei 4 °C (Eisbad) inkubiert. Zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung wurden Kontrollinkubationen
in Gegenwart von 1,5 mg/ml nichtmarkierter LDL
durchgefilhrt. Die Zellen wurden anschliessend zwei-
mal mit PBS-Puffer/O,l % BSA und filnfmal mit PBS
ohne BSA gewaschen und mit 0,5 mol/l.NaOH solubili-
siert. Die Zell-assoziierte Radioaktivitat wurde im
Gammazahler (LKB, Modell 1270) quantifiziert; ein
100 Ill-Aliquot diente der Proteinbestimmung nach
Lowryet al. (1951).
Die angegebenen Daten sind Mittelwerte aus drei
Bestimmungen.
A Gesamtbindung
o spezifische Bindung
• unspezifische Bindung
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Abb. 4. 51: Abhiingigkei t der Bindung von 125J-LDL an HepG2-
Zellen von der 125J-Konzentration.
Die Bindungsstudien wurden fur 1 h mit den angegebe-
nen Konzentrationen an 125J_LDL durchqetitlhxt»,
Weitere experimentelle Details sind in der Legende
zu Abb. 4.50 beschrieben.
Angegeben sind die Mittelwerte aus drei Bestimmun-
gen •
• spezifische Bindung
• unspezifische Bindung
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Abb. 4.52: Scatchard-Analyse der konzentrationsabhangigen
Bindung von 125J _LDL an HepG2-Zellen.
HepG2-Zellen wurden fiir 4 h bei 37°C in DMEM/
1 % NEAA (Boehringer Mannheim) I 0, 1 % BSA vorLnku-
biert. Nach Zusatz von eiskaltem Mediwn, welches
zusatzlich 10 ~glml 125J _LDL (spez. Akt. 265 cpmlmg
Protein) enthielt, wurde fiir 30 Min. bei 4 °C (Eis-
bad) inkubiert. zux Bestimmung dez: unspezifischen
Bindung wurden Kontrollinkubationen in Gegenwart von
1,0 mglml nichtmarkierter LDL durchgefiihrt. Die Zel-
len wurden anschliessend zweimal mit PBS-Pufferl
0, 1 % BSA und fiinfmal mi t PBS ohne BSA gewaschen und
mit 0,5 molll NaOH solubilisiert. Die Zell-assozi-
ierte Radioaktivitat wurde im Gammazahler (LKB,
Modell 1270) quantifiziert; ein 100 ~l-Aliquot
diente der Proteinbestimmung nach Lowry et al.
(1951).
Angegebenen sind Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
Eine Regressionsanalyse verdeutlichte den linearen
Zusammenhang der Scatchard-Daten mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,998.
ZP = Zellprotein
Urn eine Gewebsspezifitat der Substanzen bei der LDL-Rezep-
torregelung zu erkennen, wurde ein zurn HepG2-Modell analoges
Modell mit Aortenzellen etabliert. Da in der Lipidforschung
bevorzugt Kaninchen eingesetzt werden, wurde - trotz fehlen-
der Vergleichsdaten aus der Literatur - eine bei uns ange-
legte Kaninchen-Zellinie eingesetzt.
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Die Inkubation der Aortenzellen in Gegenwart von 125J_LDL
fuhrt zu einer zeitabhangigen Zunahme der Bindung
(Abb. 4.53).
Die Abhangigkeit der 125J-LDL-Bindung von der LDL-Konzentra-
tion zeigt eine Sattigung der spezifischen Bindung
(Abb. 4.54) und liefert nach der Auswertung mittels Scat-
chard-Methode (Abb. 4.55) eine Bindungskonstante (KD) von
10 nIDol/l bei ca. 80.000 Rezeptoren/Zelle.
Untersuchungen mit an HepG2-Zellen wirksamen Prufsubstanzen
zeigten, da~ eine Beeinflussung der Rezeptoraktivitat bei den
eingesetzten Aortenzellen wesentlich weniger ausgepragt ver-
lauft. Es wurden nur Anderungen der Bindungsrate von ca.
10-15 % gemessen, was eine Aussage uber die Substanzwirkung
auf die Rezeptoraktivitat nicht zula~t. Fur die meisten der
bei Hepatomazellen stimulierend wirkenden Substanzen konnte
jedoch tendenziell eine Senkung der LDL-Rezeptoraktivitat
beobachtet werden.
Wegen der begrenzten Aussagekraft wurden die Aortenzellen
nicht weiter fur ein Substanzscreening eingesetzt.
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Abb. 4.53: Abhangigkeit der Bindung von 12SJ _LDL an Kanin-
chenaortenzellen von der Inkubationszeit.
Kaninchenaortenzellen wurden fur 4 h bei 37°C in
DMEN/ 1 % NEAA (Boehringer Mannheim)/ 0,1 % BSA
vorinkubiert. Nach Zusatz von eiskaltem Medium, wel-
ches zusatzlich 10 Ilg/ml 12SJ _LDL (spez. Akt.
275 cpm/mg Protein) enthielt, wurde fUr die angege-
benen Zeiten bei 4 °C (Eisbad) inkubiert. Zur
Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden Kon-
trollinkubationen in Gegenwart von 1,0 mg/ml ni.oht:-
markierter LDL durchgefuhrt. Die Zellen wurden
anschliessend zweimal mit PBS-Puffer/O,l % BSA und
funfmal mi t PBS ohne BSA gewaschen und mi to, 5 mol/l
NaOH solubilisiert. Die Zell-assoziierte Radioakti-
vitlit wurde im Gammazlihler (LKB, Modell 1270) quan-
tifiziert; ein 100 Ill-Aliquot diente der Proteinbe-
stimmung nach Lo~ et al. (1951).
Angegeben sind die Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
ZP = Zellprotein
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Abb. 4.54: Abhangigkeit des: Bi.nduna von 125J_ LDL an Kanin-
chenaortenzellen von der 125J-LDL-Konzentration.
Die Bindungen wurde fur 30 min mit den angegebenen
Konzentrationen von 125J_LDL durchgefuhrt.
Weitere experimentelle Details sind in der Legende
zu Abb. 4.53 beschrieben.
Angegeben sind die Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.
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Abb. 4.55: Scatchard-Analyse der Daten aus Abb. 4.54.
Die Regressionsanalyse ergab eine Gerade mit
s: = 0,949.
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1m Kapitel 4.4 wurde auf die Mogliehkeit der Cholesterinbela-
dung von HepG2-Zellen mittels kationisierter LDL hingewiesen.
Da eine "Down"-Regulation des hepatisehen LDL-Rezeptors unter
Cholesterin-reieher Diat in vivo bereits aus der Literatur
bekannt ist (Kovanen et al., 1981), wurde der Einflu~ der
Cholesterinbe1adung von HepG2-Zellen auf deren LDL-Bindung
untersueht. Die gewonnenen "1n-vitro"-Daten (Abb. 4.56)
bestatigen die "1n-vivo"-Befunde, d.h. die LDL-Bindung wird
mit steigender Cholesterinbeladung der Zellen stark redu-
ziert.
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Abb. 4.56: Einflu~ des zellularen Cholesteringehaltes auf die
spezifische LDL-Bindung an HepG2 Zellen in Abwesen-
heit und in Anwesenheit des ACAT-Inhibitors Octzimi»
bat und des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors Mevinolin.
HepG2-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentra-
tionen kationisierter LDL fur 24 h bei 37 0 im
Brutschrank inkubiert und so mit Cholesterin bela-
den. Die weiteren Arbeitsschritte wurden, wie im
Kapitel "Material und Methoden" beschrieben, durch-
gefuhrt.
Au~erdem lassen sieh weitergehende meehanistisehe Schllisse
ableiten. So flihrt die als selektiver HMG-CoA-Reduktase-Inhi-
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bitor bekannte Substanz Mevinolin bei der unbeladenen Zelle
im Vergleich zur Kontrolle zu einer deutlichen Erh5hung der
LDL-Bindung, welche bei Beladung mit Cholesterin mit steigen-
dem Beladungsgrad und damit zunehmender Suppression der
intrazellularen Cholesterinbiosynthese bis auf den Kontrolle-
vel abnimmt. Der Effekt von Octimibat, das nur moderat die
LDL-Bindung erh5ht, ist hingegen unabhangig von der Choleste-
rinbiosyntheserate.
Zur Korrelation der mit HepG2-Zellen gewonnenen LDL-Bindungs-
raten mit In-vivo-Ergebnissen wurde die 125J-LDL-Bindung an
Kaninchenleber-Homogenaten nach Diatflitterung der Tiere mit
bzw. ohne Substanzbehandlung untersucht. Abbildung 4.57 zeigt
die "Down"-Regulation des hepatischen LDL-Rezeptors unter
0,1 %iger Cholesterindiat und die moderate Zunahme der 125J_
LDL-Bindung unter 30 mg/kg Octimibat (im Vergleich zur Kon-
trolle), die unabhangig vom Lipidstatus der Leber ist. Abbil-
dung 4.58 verdeutlicht den Einflu~ der Substanzen NAT 04-473
und NAT 04-477 auf die LDL-Bindung am Leberhomogenat normoli-
pidamischer Kaninchen. Der fehlende Einflu~ von NAT 04-473
auf die Rezeptorbindung bzw. die deutliche "Down"-Regulation
des LDL-Rezeptors unter NAT 04-477-Therapie wurde bereits
vorher "in vitro" an unbeladenen HepG2-Zellen festgestellt
(Tab. 4.16). Bei der Prlifung dieser beiden Substanzen in
einem weiteren Tiermodell wurde unter Beladung mit NAT 04-477
eine Erhohung des LDL-Cholesterins im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt, wahrend NAT 04-473 eine Senkung dieses Plasma-
parameters bewirkte.
Ein Vergleich der in vitro an der humanen Hepatoma-Zellinie
HepG2 erhobenen Daten mit den Ex-vivo_125J-LDL-Bindungsdaten
an Leberhomogenat behandelter Kaninchen zeigt tendenziell
eine gute tlbereinstimmung der beiden Parameter, wobei eine
statistische Auswertung einen signifikanten Zusammenhang auf-
weist (Korrelationskoeffizient r = 0,776; P < 0,05)
(Tab. 4. 17 ) .
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Abb. 4.57: Bestimmung der hepatischen LDL-Bindung ex vivo.
24 mannliche Wei~e Neuseelander-Kaninchen erhielten
eine Woche eine 1 %ige Cnol.eetzeaririddiitz , Anschlies-
send erhielten 12 randomisiert ausgewahlte Tiere
1 7 Tage eine Normaldiat. 6 Tiere erhiel ten dann fur
14 Tage 30 mg/kg Octimibat p.o., wahrend die restli-
chen 6 Tiere als Kontrollgruppe di enten .
Die zweite 12er Gruppe wurde in der gleichen Weise
behandelt, jedoch wurde hier im Anschlu~ an die
1 %ige Cholesterindiat auf eine 0,1 %ige umgestellt
(= Chol.eet.er.indiiitz },
1 g der Kaninchenlebern wurde dann mit einem Potter-
Elvehjem-Homogenisierer in 9 ml eiskaltem PBS-Puffer
(pH 7,4) suspendiert und eine Proteinbestimmung nach
Lowry et al. (1951) durchgefuhrt.
300 IJ.g Hom0ff,enatprotein wurden in Gegenwart von
10 IJ.g/ml 12 J-LDL (epee; Akt. 290 cpm/ng Protein)
1 h bei 4 °C in Eppendorf-Reaktionsgefa~eninku-
biert. Die Ansatze wurden danach in einer Beckman-
Mikrofuge B fur 5 min zentrifugiert (ca.
10.000 x g), zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer/ 0,1 %
BSA und zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer ohne BSA
gewaschen. Die Radioaktivitat wuxde in einem
Gammazahler (LKB, Modell 1270) quantifiziert.
Die angegebenen Daten sind Mittelwerte von 6 Tieren
und 3 Bestimmungen pro Tier.
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Abb, 4.58: Bestimmung dez: hepatischen LDL-Bindung ex vivo.
30 Wei~e Neuseelander-Kaninchen wurden fur eine
Woche mi t einer 1 %igen Cholesterindiat und
anschliessend 17 Tage mi t einer Normaldiat gefut-
tert. 6er-Gruppen wurden randomisiert und wie ange-
geben mit NAT 04-473 bzw. NAT 04-477 fur 3 Tage
behandelt (p.o.-Applikation, Dosisangaben in mg/kg).
Weitere experimentelle Details sind in der Legende
zu Abb. 4.57 beschrieben.
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Tab. 4.16: Einflu~ einiger reprasentativer Substanzen auf die
125J-LDL-Bindung an HepG2-Zellen.
HepG2-Zellen wurden mit 1 bew, 10 umal i L der angege-
benen Substanzen 24 h in serumfreiem DMEM/ 1 % NEAA
inkubiert. Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Sub-
stanz. Weitere experimentelle Details sind im Kapi-
tel "Material und Methoden" angegeben.
Substanz
NAT 04-544
NAT 04-538
NAT 04-555
NAT 04-473
NAT 04-477
NAT 06-209
NAT 06-210
Progesteron
Konzentration LDL-Bindung
[llJIIol/l] [% der Kontrolle]
1 60
10 43
1 90
10 66
1 107
10 118
1 108
10 117
1 49
10 70
1 116
10 140
1 122
10 141
1 83
10 69
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Tab. 4.17: 125J-LDL-Bindung in vitro und ex vivo.
(A) Einfluf3 von Substanzen auf die 125J-LDL-Bindung
an HepG2 Zellen.
HepG2-Zellen wurden mit 1 ~mol/l der angegebenen
Substanzen 24 h in serumfreiem DMEM/ 1 % NEAA inku-
biert. Als Kontrolle (n=6) dienten Ansatze ohne Sub-
stanz. Weitere experimentelle Details sind im Kapi-
tel "Material und Methoden" angegeben. In der Tabel-
le ist die prozentuale Steigung bzw. Abnahme der
Bindung in Gegenwart der Prilfsubstanzen (n=3) darge-
stellt.
(B) Bestimmung der hepatischen LDL-Bindung ex vivo.
12 mannliche Weif3e Neuseelander Kaninchen erhielten
eine Woche eine 1 %ige Cholesterindiat. Anschlies-
send erhielten die Tiere eine Normaldiat. 6 Tiere
wurden dann 3 Tage mit 31,6 mg/kg der angegebenen
Substanzen p.o. behandelt, wahrend die restlichen
6 Tiere als Kontrollgruppe dienten.
1 g der Kaninchenlebern wurde dann mit einem Potter-
Elvehjem-Homogenisierer in 9 ml eiskaltem PBS-Puffer
(pH 7,4) suspendiert und eine Proteinbestimmung nach
Lowry et al. (1951) durchgefilhrt.
300 ~g HOmOjenatprotein wurden in Gegenwart von
10 ~g/ml 12 J-LDL (spez. Akt. ca. 250 cpm/ng Pro-
tein) 1 h bei 4 °C in Eppendorf-Reaktionsgefaf3en
inkubiert. Die Ansatze wurden danach in einer Beck-
man-Mikrofuge 12 fur 5 min zentrifugiert (ca.
10.000 x g), zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer/ 0,1 %
BSA und zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer ohne BSA
gewaschen. Die Radioaktivitat wurde in einem Gamma-
zahler (LKB, Modell 1270) quantifiziert.
Angegebene Daten sind Mittelwerte von 6 Tieren und
3 Bestimmungen pro Tier.
Substanzen in vitro ex vivo
[%] [%]
NAT 04-533 + 2 + 17
NAT 04-473 + 8 + 10
NAT 04-477 51 53
NAT 04-555 + 7 + 61
NAT 04-557 + 14 + 112
NAT 04-558 28 38
NAT 04-363 7 3
NAT 04-611 18 21
NAT 33-011 + 16 + 8
Mit dem beschriebenen In-vitro-Modell besteht also grof3e Aus-
sicht, ein effizientes Lipidsenker- bzw. Lipidmodulator-
Screening mit stark reduziertem Tierverbrauch durchflihren zu
konnen.
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Um Aussagen Uber den Mechanismus machen zu konnen, der einer
erhohten LDL-Bindung zugrunde liegt, wurde der Einflu~ einer
ausgewahlten Substanz (Octimibat) auf das Sattigungsverhalten
der Rezeptor-Ligand-Interaktion bei verschiedenen Substanz-
konzentrationen untersucht (Abb. 4.59). Theoretische Erwagun-
gan lassen an eine stimulierte Bindung des Liganden infolge
gesteigerter Affinitat des Rezeptors fUr den Liganden und/
oder eine Erhohung des Rezeptordichte auf der Zellmembran
denken. Zur PrUfung, welcher Mechanismus im Fall des Octimi-
bats vorliegt, wurden die Sattigungsbindungsdaten nach der
Scatchard-Methode ausgewertet (Abb. 4.60). Die gleichblei-
bende Steigung der 3 Sattigungslinearen indiziert eine kon-
stante Bindungsaffinitat unter Einflu~ der Substanz, wobei
die Zunahme der spezifisch gebundenen 125J _LDL (Abzissenab-
schnitt) als eine Erhohung der Rezeptordichte auf der
Zelloberflache gewertet werden mu~.
Ob diese erhohte Rezeptorzahl bedingt ist durch eine vermehr-
te Neusynthese von Rezeptoren oder durch eine langere Ver-
weildauer des Rezeptor auf der Zelloberflache, konnen moleku-
larbiologische Untersuchungen (Kapitel 4.9) klaren.
RP 63743, eine PrUfsubstanz, welche im Screening auf LDL-
Rezeptoraktivitat positiv auffiel, beeinflu~t hingegen aus-
schlie~lich die Affinitat des LDL-Rezeptors zum Liganden
(Abb. 4.61); molekularbiologische Untersuchungen zeigten
bestatigend keine erhohte Expression des LDL-Rezeptorgens.
Mit den vorgestellten Modellen in Kombination mit molekular-
biologischen Untersuchungen (Kap. 4.9) la~t sich sehr effi-
zient ein Screening auf Lipidsenker mit stimulierendem
Einflu~ auf den LDL-Rezeptor ohne Tierverbrauch durchfUhren.
Pharmakokinetische Parameter (First-Pass-Effekt) sowie
Absorption der Wirkstoffe im Darm sind die ersten Bestim-
mungen, die nach sehr genauer Untersuchung des Wirkmecha-
nismus am Tier durchgefUhrt werden mUssen. Weit Uber 95 % der
Tiere konnen bei diesem Approach eingespart werden.
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Abb. 4.59: Einflu~ von Octimibat auf die konzentrationsabhan-
gige Bindung von 125J _LDL an HepG2 Zellen.
Die Bindungen wurden mit den angegeben Konzentratio-
nen an 125J _LDL (spez. Akt. 230 cpm/ng) und Substan-
zen durchgefiihrt.
Weitere experimentelle Details sind im Kapitel
"Material und Methoden" angegeben. Die dargestellten
Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung.
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Abb. 4.60: Scatchard-Analyse der Bindungsdaten aus Abb. 4.59.
Die Regressionsanalyse ergab drei parallele Geraden
mit folgenden Korrelationskoeffizienten:
r 0,98 (Kontrolle),
r = 0,97 (1 ~mol/l Octimibat),
r 0,95 (3 ~mol/l Octimibat).
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Abb. 4.61: Scatchard-Analyse der spezifischen LDL-Bindungs-
daten in Abwesenheit bzw. Anwesenheit von RP 63743.
Die experimentellen Details sind im Kapitel
"Material und Methoden" Bufgefiihrt.
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4.9 Bestimmung der LDL-Rezeptor-Genexpression in HepG2-Zellen
4.9.1 Prinzip des Pestverfahrens und Aussagemoglichkeit
In diesem Modell wird der Einflu~ von Testsubstanzen auf den
LDL-Rezeptor-mRNA-Spiegel in HepG2-Zellen gemessen. Hierzu
wird die Gesamt-RNA von mit Substanz-inkubierten HepG2-Zellen
prapariert und die spezifische mRNA nach Bindung an Nitrocel-
lulose mit einer radioaktiven Hybridisierungsprobe detek-
tiert. Die Auswertung erfolgt autoradiographisch im Vergleich
zu einer ebenfalls gemessenen Standard-mRNA (~-Tubulin).
Diese Untersuchung ist als Folgemodell zur LDL-Bindung an
HepG2-Zellen gedacht und gibt Auskunft, ob eine erhohte LDL-
Bindung durch einen Anstieg des mRNA-Spiegels bedingt ist.
Das Modell erlaubt daher, eine weitergehende Aussage tiber den
Wirkmechanismus einer Substanz zu machen, der zu einer
erhohten Bindung von LDL an die untersuchten Zellen ftihrt. Ob
dem Anstieg des mRNA-Spiegels eine Genaktivierung zu Grunde
liegt, solI in einem "Run-off"-Transkriptionsmodell
nachgewiesen werden, das z.Z. etabliert wird.
4.9.2 Material und Methoden
4.9.2.1 Prilfsubstanzen
Die zu testenden Substanzen werden in Ethanol in einer Kon-
zentration von 1 mmol/l gelost. Dies entspricht der 100fachen
Endkonzentration von 10 ~mol/l.
4.9.2.2 Zellkultur
4.9.2.2.1 Zellen
Die verwendete HepG2-Zellinie wurde von der American Type
Culture Collection (ATCC Nr. HB 8065) bezogen. Sie wurde aus
einem Humanleberkarzinom gewonnen und besitzt noch einige ftir
Leberzellen typische Eigenschaften (Knowles et al., 1980).
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4.9.2.2.2 Kultur.medien und Puffer
a) Kultur.medium, Medienadditiva und Antibiotika:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03 , Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach
konzentriert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Ultroser (BRL 091-25950H)
DMEM Pulverkonzentrat (fUr 5 1 Medium)
+ 18,5 9 NaHC03
+ 0,5 9 Streptomycinsulfat
+ 0,3 9 Penicillin G (500.000 IU)
werden mit bidest. Wasser auf 5 1 aufgefUllt und nach
15-30minUtigem RUhren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~m,
Schleicher & SchUll, Nr. 401352).
Die NEAA werden vor Gebrauch 1fach konzentriert zugesetzt.
Das FKS wird zur Inaktivierung der Proteasen 2 h auf 56 DC
(Wasserbad) erhitzt und vor Gebrauch 10 %ig (v/v) dem FlUs-
sigmedium zugesetzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
schlie~lich NaHC03 , NEAA und Antibiotika bezeichnet. Alle
anderen Zusatze werden gesondert aufgefUhrt.
b) Zusammensetzung des PBS-Puffers
Zum Waschen der Zellen wird "phosphate buffered saline"
(PBS) verwendet:
8,0 9 NaCl (Merck, Nr. 6404)
0,2 9 KCl (Merck, Nr. 4936)
1,15 9 NazHP04 (Sigma, Nr. S0876)
0,2 9 KHzP04 (Merck, Nr. 4873)
werden mit bidest. Wasser auf 1 1 aufgefUllt; der pH-Wert
der Lasung betragt 7,0.
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4.9.2.2.3 T~sinlosung
100 ml 0,25 %ige Trypsinlosung (Flow, Nr. 1689454) werden mit
7 ml einer 1 %igen EDTA-Losung (in sterilem PBS-Puffer) ver-
setzt.
4.9. 2.2. 4 Anzucht und Vorberei tung der HepG2-Zellen
Die Passagierung der Zellen erfolgt auf 10 cm-Schalen (Nunc),
in dem jeweils freitags die Zellen einer Schale (ca. 80 %
konfluent) auf 4 neue Schalen verteilt werden. Hierzu wird
das Medium (DMEM + 1 x NEAA + 10 % FKS) abgesaugt, und die
Zellen werden mit PBS gewaschen. Nach Zugabe vom 1 ml Tryp-
sinlosung wird 3-5 min im Brutschrank inkubiert. Nachdem sich
d.ie Zellen abgelost haben, sollte das Trypsin sofort durch
Zugabe von 10 ml Medium mit FKS inhibiert werden. Die Zellen
werden dann abzentrifugiert, in 40 ml Medium mit FKS resus-
pendiert und auf 4 Schalen verteilt. Diese Zellen konnen dann
eine Woche, bis zur nachsten Passage, bei 37 °C und 5 % COz-
Atmosphare inkubiert werden.
Ftir Substanzversuche werden die Zellen einer Schale auf 10
6 cm-Schalen (Nunc) nach der gleichen Vorgehensweise verteilt
und bis Montag unter den tiblichen Bedingungen inkubiert. Mon-
tags wird das Medium mit FKS gegen DMEM + 1 x NEAA ausge-
tauscht und tiber Nacht weiterinkubiert. Am nachsten Morgen
erfolgt die Zugabe der in Ethanol gelosten Substanzen zum
Inkubationsmedium (gut mischen I). Die Kontroll-Schalen wer-
den mit der entsprechenden Menge Ethanol versetzt. Die Inku-
bation mit Substanzen erfolgt fur die gewlinschte zeit (24 h)
bei 37 °C und 5 % COz-Atmosphare.
4.9.2.3 Reagenzien
Guanidiniumthiocyanat
N-Laurylsarcosine Na-Salz
DL-Dithiothreitol
Phenol
Diethylpyrocarbonat
Adenosin-5'-triphosphat
Guanosin-5'-triphosphat
Uridin-5'-triphosphat
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Sigma G 6639
Sigma L 5125
Sigma D 0632
BRL 5509 UA
Sigma D 5758
Sigma A 6144
Boehringer MA 106399
Boehringer MA 110213
[~32p]-Cytidin-5'-triphosphat
(29,6 TBg/romol)
RNA-polymerase, SP6(EC 2.7.7.6)
RNA-Polymerase, T7 (EC 2.7.7.6)
RNase-Inhibitor
DNase I (RNase-frei; EC 3.1.21.1)
Rinderserumalbumin (BSA)
Trichloressigsaure
Natriumchlorid
tri-Natriumcitrat
Formaldehyd-Losung
Ammoniumacetat
Formamid
Natriumdihydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Ficoll
Polyvinylpyrolidon (PVP)
Heringsspermien-DNA
Rontgenfilm (X-Omat AR 24x30 em)
Rontgenfilmentwickler DEN 19
Rontgenfilmfixierer Unifix
Trizma Base
Salzsaure
Magnesiumchlorid
Chloroform
Isoamylalkohol
Sucrose
BamHI-Restriktionsendonuklease
PvuII-Restriktionsendonuklease
Ampicillin
EDTA
Paraffinol
Isopropanol
Butanol
Caesiumchlorid
Lysozym
Triton X-I00
Ethidiumbromid
Ethanol
Kaliumdihydrogenphosphat
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NEN NEG-008X
Boehringer MA 810266
Boehringer MA 881767
Boehringer MA 799017
Boehringer MA 776785
Serva 11920
Merck 807
Merck 6404
Merck 6447
Merck 4001
Merck 1116
Merck 4008
Merck 6346
Merck 6580
Fluka 71729
Sigma F 2637
Sigma P 5288
Sigma D 9156
Kodak 1501451
Kodak 5027065
Kodak 5011036
Sigma T 1503
Merck 5833
Riedel-de-Haen J2211
Merck 976
Sigma 59378
Boehringer MA 220612
Boehringer MA 642690
Boehringer MA 835242
Merck 8418
Merck 7162
Riedel-de-Haen 33539
Merck 1990
Gibco BRL 540-5507
Sigma L-6876
Merck 11869
Fluka 46065
Merck 983
Merck 4873
di-Kaliumhydrogenphosphat
Trypton
Hefextrakt
Glycerin
Merck 5099
Difco 0123-01
Difco 0127-01
Merck 4091
4.9.2.4 RNA-Praparation aus kultivierten Zellen
Puffer und Losungen
- Guanidiniumthiocyanat-Losung
4 mol/l Guanidiniumthiocyanat
25 mmol/l Natriumcitrat (pH 7,0)
0,5 % N-Laurylsarcosin, Na-Salz
0,1 mol/l Dithiothreitol
2 mol/l Natriumacetat, pH 4,0
bidest. Wasser, behandelt mit Diethylpyrocarbonat
Phenol (HzO-gesattigt)
Chloroform/Isoamylalkohol (48:2)
Ethanol (70 %ig)
Formaldehydlosung (35 %ig)
Isopropanol
Die bei der Praparation verwendeten Eppendorf-Reaktionsgefa~e
(1,5 ml) sollten RNase-frei sein. Hierzu ist in der Regel
keine weitere Reinigung der von der Fa. Eppendorf erhaltli-
chen Gefa~e notwendig. Wahrend der gesamten Prozedur mu~ dar-
auf geachtet werden, da~ mogliche Kontaminationen der RNA-
Losung durch RNase weitestgehend ausgeschlossen sind. So
sollten beim Arbeiten mit RNA stets Einweg-Handschuhe getra-
gen werden.
Zur Aufarbeitung der HepG2-Zellen wird das Inkubationsmedium
abgesaugt und 300 ~l Guanidiniumthiocyanat-Losung pro
6 cm-Schale zu den Zellen gegeben. Durch die Lyse der Zellen
entsteht eine gallertartige Losung, die vorsichtig in ein
Eppendorf-Gefa~ UberfUhrt wird. An dieser Stelle kann die
Arbeit unterbrochen werden, da die RNA in der Guanidinium-
thiocyanat-Losung vor RNasen geschUtzt ist. Die Proben konnen
daher an dieser Stelle der Praparation mehrere Monate bei
-70°C gelagert werden.
Zur weiteren Verarbeitung wird das Lysat mit 30 ~l Natrium-
acetat-Puffer pH 4,0 angesauert und nach zugabe von 300 ~l
Phenol (HzO-gesattigt) kraftig extrahiert. Die Mischung
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bleibt anschlie~end 15 min auf Eis stehen und wird dann bei
10.000 x g zentrifugiert. Hierbei bildet sich zwischen der
oberen Phase (RNA-Losung) und der unteren Phase (Phenol) eine
milchig-trlibe Schicht, die unter anderem die gesamte DNA des
Lysates enthalt. Die obere Phase wird abgenommen und in ein
neues Eppendorf-Gefa~ gegeben. Bei diesem Schritt ist darauf
zu achten, da~ keine Interphase mitgesaugt wird und die RNA-
Losung verunreinigt (besser eine etwas geringere Ausbeute
einkalkulieren). Anschlie~end wird die RNA-Losung mit 66 ~l
Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und nach erneuter Zen-
trifugation die obere Phase (RNA-Losung) vorsichtig abgenom-
men und in ein weiteres Eppendorf-Gefa~ liberfuhrt. Durch
Zugabe von Isopropanol im Verhaltnis 1:1 wird die RNA
gefallt. Nach gutem Mischen verbleibt die Fallung fur ca. 1 h
bei -20 DC. An dieser Stelle kann die Praparation wiederum
unterbrochen werden.
Anschlie~end wird die RNA 20 min bei 10.000 x g abzentrifu-
giert, der tlberstand vorsichtig abgegossen und das verblei-
bende Pellet in 300 ~l Guanidiniumthiocyanat-Losung gelost.
Dieser Schritt kann Probleme bereiten, da die RNA z.T. nur
schlecht wieder in Losung geht. Unter Umstanden mu~ die
Mischung erwarmt werden. Durch erneute Zugabe von Isopropanol
im Verhaltnis 1:1 wird die RNA ein zweites Mal gefallt und
wie bereits beschrieben weiter aufgearbeitet. Das resultie-
rende Pellet wird mit 70 %igem Ethanol gewaschen und nach
Abgie~en des Ethanols an der Luft getrocknet. Die RNA wird
dann in 50 ~l Wasser (Diethylpyrocarbonat-behandelt) gelost
und nach Zugabe von 35 ~l Formaldehyd-Losung 10 min auf 65 DC
erwarmt. Die so praparierte RNA kann bei -70 DC mehrere
Monate aufbewahrt werden.
4.9.2.5 Herstellung der Dot-Blots von HepG2-Gesamt-RNA
Reagenzien und Losungen
35 %iger Formaldehyd
1 mol/l Ammoniumacetat pH 7,0
20 x SSC:
(1 x sse = 0,15 mol/l Natriumchlorid,
0,015 mol/l tri-Natriumcitrat)
Nitrocellulose BA 85, 0,45 ~m Porengro~e (Schleicher
& Schull, Nr. 401196)
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25 ~l der RNA-Losung werden mit 20 ~l Formaldehyd-Losung
gemischt und 10 min auf 65 °e erwarmt. Anschlie~end wird die
Mischung mit 355 ~l 20 x sse auf 400 ~l aufgefullt. Die
Nitrocellulose wurde wahrend dessen nach Anfeuchten in Wasser
10 min in 10 x sse prainkubiert und anschlie~end in eine
96-Loch-Filtereinheit eingespannt. Es ist wichtig, da~ die
Membran nicht eintrocknet. Von den vorbereiteten RNA-Losungen
in sse werden 2 x 100 ~l aufgetragen. Hierbei ist darauf zu
achten, die Proben in zwei verschiedenen Bereichen der Fil-
trationseinheit aufzutragen, da die Membran im Anschlu~ an
die Prozedur zerschnitten wird und zwei identische Proben-
muster resultieren sollen. Nachdem aIle Proben aufgetragen
sind, wird ein schwaches Vakuurn angelegt, urn die Losung lanq-
§Em abzusaugen (0,5-1 min).Das Vakuurn wird dann abgestellt
und in jedes Probenloch 100 ~l 1 mol/l Ammoniurnacetat-Losung
gegeben. Nach langsamem Durchsaugen der Losung wird das Fil-
ter - wie erwahnt - geteilt, an der Luft getrocknet und 1 h
bei 80 °e im Vakuurn gebacken. Der Dot-Blot kann dann hybridi-
siert werden.
4.9.2.6 Hybridisierungsproben
4.9.2.6.1 Beschreibung der Plasmide pSPT18LDLR und pTZ19~-Tub
a) pSPT18LDLR
Das Plasmid pSPT18 (Pharmacia Nr. 27-3510-01) ist zur Her-
stellung von In-vitro-Transkripten aus klonierter DNA
geeignet. Die Transkription kann sowohl mit Hilfe der SP6-
RNA-Polymerase als auch mit T7-RNA-polymerase erfolgen.
In diesen Vektor wurde ein BamHI/PstI-Fragment der Hurnan-
LDL-Rezeptor-cDNA nach Standardmethoden (Maniatis et al.,
1982) kloniert, das aus dem Plasmid pLDLR3
(ATee Nr. 57005) stammte. Das Fragment kodiert fur die
Sequenz von Aminosaure 444 (Asp) bis 637 (Ala) des Hurnan-
LDL-Rezeptors.
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b) pTZ19~-Tubulin
Das Plasmid pTZ19 (Pharmacia Nr. 27-4984-01) ist ebenfalls
zur In-vitro-Transkription geeignet. In diesen Vektor
wurde ein Eco-RI/Bam-HI-Fragment des ~-Tubulin-Gens nach
Standardmethoden kloniert. Das 250bp-Fragment staromt aus
dem Plasmid 21beta 3'UT (ATCC Nr. 57105).
4.9.2.6.2 Plasmidprapara1=ionen (pSPT18LDLR, pTZ18~-Tubulin)
10 mg/ml
33,3 g Caesiumchlorid
34,9 ml TE-Puffer
1,13 ml Ethidiumbromid-Losung
B:
EDTA-Losung:
Lysozymlosung:
Triton-Losung:
a) Puffer, Losungen und Reagenzien:
Anzuchtmedium "Superbroth":
A: 12 g Trypton
24 g Hefeextrakt
5 ml Glycerin
in 900 ml bidest. Wasser losen und autoklavieren
3,8 g KH2P04
12,5 g K2HP04
in 100 ml bidest. Wasser +osen und autoklavieren
Medium: Losung A und B mischen
TE-Puffer: 10 romol/l Tris x HCI pH 7,5
1 romol/l EDTA
0,25 mol/l, pH 8,0
10 mg/ml
3 mIlO % Triton X100
25 ml 0,25 mol/l EDTA-Losung pH 8,0
5 ml 1 mol/l Tris x HCI pH 8,0
67 ml H20
Caesiumchlorid: fest
Ethidiumbromid-Lsg.:
Caesiumchlorid-Lsg.:
Paraffinol
Butanol
Natriumacetat-Losung:
Ethanol (absolut)
Suspensionspuffer:
3 mol/l, pH 4,2
50 romol/l Tris x HCI pH 8,0
25 % w/v Sucrose
Eine Kolonie Plasmid-tragender Bakterien wird in 5 ml Medium,
das 200 mg/ml Ampicillin enthalt, fiberffihrt und zur Anzucht
fiber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit dieser Ubernachtkultur
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werden 500 ml des gleichen Mediums (Superbroth mit Ampicil-
lin) angeimpft und zur weiteren Anzucht bei 37°C ca. 24 h
kraftig geschlittelt. Die Kultur wird anschlie~end bei ca.
2.500 x 9 10 min zentrifugiert und die Bakterien nach Abgie-
~en des tlberstandes vorsichtig in 30 ml TE-Puffer resuspen-
diert. Diese und aIle noch folgenden Mengenangaben beziehen
sich auf jeweils 250 ml Ausgangskultur. Nach erneuter Zentri-
fugation wird das Pellet in 2,8 ml Suspensionspuffer (kalt)
aufgenommen und das Gemisch mit 280 ~l Lysozym-Losung ver-
setzt. Die Lysozym-Losung sollte frisch mit Suspensionspuffer
angesetzt werden. Nach vorsichtigem Mischen wird die Suspen-
sion 5 min auf Eis inkubiert. Zur Beendigung der Reaktion
werden 1,2 ml 0,25 mol/l EDTA-Losung zugesetzt und der Ansatz
wiederum 5 min auf Eis inkubiert. Die Lyse der Bakterien
erfolgt nach Zugabe von 4,5 ml kalter Triton-Losung. Der
Ansatz verbleibt wahrend der Lyse 10 min auf Eis und sollte
von Zeit zu Zeit vorsichtig gemischt werden. Eine gute Lyse
ist dann erfolgt, wenn der Ansatz gelartig und fast klar
geworden ist. Sollte dies nicht der Fall sein, so kann eine
langere Inkubation erfolgen oder der Ansatz auf Raumtempera-
tur erwarmt werden. Die Zelltrlimmer werden bei 25.000 Upm in
einem SW27-Rotor (Beckman) abzentrifugiert (30 min, 4°C).
Hierzu werden die Lyse-Ansatze vereinigt und in ein
Ultrazentrifugenrohrchen gegeben. Das Restvolumen des Rohr-
chens wird mit TE-Puffer aufgeflillt.
Nach erfolgter zentrifugation bei 25.000 Upm wird der tlber-
stand abgenommen (28 ml), 24,8 9 Caesiumchlorid zugefUgt und
dieser unter SchUtteln gelost. Nach Zugabe von 4,5 ml
Ethidiumbromid-Losung wird die Losung in verschwei~bare
Ultrazentrifugenrohrchen gegeben und diese nach AuffUllen mit
Paraffinol verschwei~t. Die Ultrazentrifugation erfolgt im
Festwinkelrotor bei 45.000 Upm (70Ti, Beckman) bei 20°C fUr
48 h. Anschlie~end wird die Plasmid-Bande abgesaugt, die
Losung in neue Rohrchen gefUllt und mit Caesiumchlorid-Losung
vollstandig aufgefUllt. Die zweite Zentrifugation erfolgt
ebenfalls bei 45.000 Upm und 20°C fUr 48 h im Festwinkel-
rotor (50 Ti, Beckman). Nachdem die Plasmidbande abgesaugt
ist, wird die Losung zur Entfernung des Ethidiumbromids mit
dem gleichen Volumen Butanol (wassergesattigt) extrahiert.
Zur vollstandigen Entfernung sind ca. 2-3 Extraktionen
notwendig. Die extrahierte DNA-Losung wird gegen 3 x 1 I TE-
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Puffer (autoklaviert) dialysiert und die DNA nach Zugabe von
Natriumacetat-Losung (Endkonzentration: 0,3 mol/I) mit dem
doppelten Volumen Ethanol (kalt) gefallt. Die DNA wird bei
ca. 12.000 x g abzentrifugiert und mit 70 %igem Ethanol gewa-
schen. Nach Trocknen der DNA an der Luft wird sie in
200-500 ~l TE-Puffer gelost und bei -20°C aufbewahrt.
4.9.2.6.3 Besrimmung der DNA-Konzenrrarion
1 ~l der DNA-Losung wird mit 1 ml Wasser verdlinnt und die
Extinktion in Quarzklivetten bei 260 nm und 280 nm gemessen.
Die Konzentration berechnet sich aus der Annahme, da~ 50 ~g
DNA in 1 ml Wasser gelost eine Extinktion von 1 haben solI,
d.h. 1 OD2 60 = 50 ~g doppelstrangige DNA. Der Quotient aus
den Messungen bei 260 nm und 280 nm sollte zwischen 1,8 und
2,0 liegen.
Au~erdem sollte die DNA mit Hilfe eines Agarose-Gels auf mog-
liche Verunreinigung durch RNA liberprlift werden.
4.9.2.6.4 Resrriktionsschnitte der praparierren Plasmide
pSPT18LDLR und pTZ19~-Tubulin
Puffer, Losungen und Reagenzien
10 x Restriktionspuffer B und M (Boehringer, MA)
Restriktionsendonuklease BamHI (10 U/~l)
Restriktionsendonuklease PvuII (10 U/~l)
Plasmid-Losungen (4.9.2.6.2)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 50:49:1
Chloroform/Isoamylalkohol 49:1
ca. 50 ~g der Plasmide werden mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen in einem 200 ~l-Ansatz geschnitten.
Die Zusammensetzung der Ansatze ist wie folgt:
x ~l pSPT18LDLR (ca. 50 ~g)
20 ~l 10 x Restriktionspuffer B
5 ~l BamHI (50 U)
Y ul Wasser
200 ~l
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x J.!l pTZ19f3-Tub
20 J.!l 10 x Restriktionspuffer A
5 J.!l PvuII
y ul Wasser
200 J.!l
Die Ansatze werden 1 h bei 37°C inkubiert und ein Aliquot
zur Kontrolle des Restriktionsschnittes auf einem 1 % Aga-
rose-Gel analysiert. Die Ansatze werden anschlief3end ein-
mal mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die Fallung der DNA
erfolgt nach Zugabe von 20 J.!l 3 mol/l Natriumacetat-Losung
mit ca. 440 J.!l Ethanol (kalt). Nach Zentrifugation,
Waschen mit 70 %igem Ethanol und Trocknung im Vakuum wird
die DNA in TE-Puffer aufgenoromen. Die DNA-Konzentration
sollte bei ca. 1 J.!g/J.!l liegen.
4.9.2.6.5 Herstellung der 32P-markierten Riboproben
Puffer, Losungen und Reagenzien
10 x Transkriptionspuffer:
0,5 mol/l Tris x HCI pH 7,5
0,1 mol/l MgCl2
0,05 mol/l Dithiothreitol
Nucleosidtriphosphat-Mix:
10 romol/l Adenosintriphosphat
10 romol/l Guanosintriphosphat
10 romol/l Uridintriphosphat
29,6 TBq/romol [a-32P]-Cytidintriphosphat (SOO Ci/romol)
20 U/J.!l RNase-Inhibitor
10 U/J.!l SP6-RNA-polymerase
10 U/J.!l T7-RNA-Polymerase
10 U/J.!l DNase I, RNase-frei
Ca. 0,5 J.!g des geschnittenen und phenolisierten Plasmides
(1 J.!l Losung) werden zusaromen mit 1 J.!l 10 x Puffer, 1,5 J.!l
dNTP-Mix, 0,5 J.!l RNase-Inhibitor sowie 1 J.!l SP6-RNA-Polyme-
rase (LDL-Rezeptor-Probe) oder 1 J.!l T7-RNA-Polymerase (13-
Tubulin) gemischt~ zuletzt werden 5 J.!l [a_32P]_CTP (5,92 TBq,
50 J.!Ci) hinzugefligt. Nach gutem Mischen wird der Ansatz
45 min bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wird die DNA mit
RNase-freier DNase abgebaut (1 J.!l DNase, 15 min bei 37°C).
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Der gesamte Ansatz kann so direkt fUr Hybridisierungen einge-
setzt werden.
4.9.2.6.6 Bestimmung des Anteils an in RNA eingebauter
Radioaktivita:t (TCA-Fallung)
Reagenzien und Losungen
10 % w/v Trichloressigsaure (TCA)
10 mg/ml Rinderserumalbumin-Losung
0,5 ~l des Markierungsansatzes werden mit 30 ~l Rinderserum-
albumin-Losung gemischt und 400 ~l 10 %ige Trichloressigsaure
(kalt) hinzugegeben. Nach gutem Mischen bleibt der Ansatz
30 min auf Eis stehen und wird anschlie~end 5 min bei
ca. 16.000 x g zentrifugiert (Mikrozentrifuge). Der Uberstand
wird verworfen und der RUckstand einmal mit 400 ~l eiskalter
TCA-Losung gewaschen. Nach erfolgter Zentrifugation wird der
Uberstand abermals verworfen und die Aktivitat im verbleiben-
den RUckstand nach dem Cerenkov-Verfahren (Szintillations-
zahler) bestimmt. Die Gesamtaktivitat wird nach dem gleichen
Zahlverfahren in 0,5 ~l Transkriptionsansatz bestimmt.
Einbaurate in % cpm (TCA-Fallunq) x 100
cpm (Ansatz)
Ublicherweise liegen die Einbauraten zwischen 30 und 70 %.
FUr die weiteren Arbeiten konnen audh Ansatze mit einer klei-
neren Einbaurate verwendet we+,den"da die in vitro syntheti-
sierte Riboprobe immer die gleiche spezifische Aktivitat
besitzt.
4.9.2.7 Hybridisierung von auf Nitrocellulose immobilisierter
RNA (Dot- oder Northern-Blot)
Puffer und Losungen
Hybridisierungslosung:
50 % Formaldehyd
5 x SSC (1 x sse = 0,15mal/l Natrlumohlarid + 0,015 mal/l trl·Natriumoitrat)
0,1 % SDS (w/v)
1 x Denhardts (0,02 % Ficoll, 0,02% PVP, 0,02% BSA)
50 mmol/l Natriumphosphat-Puffer pH 7,0
1 mg/ml Heringsspermien-DNA-Losung
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Waschlosungen:
1 x sse/a,s % Natriumlaurylsulfat (SDS)
0,1 x SSe/O,l % Natriumlaurylsulfat (SDS)
Die Nitrocellulose wird in eine Kunststoffdose gelegt, die
20 ml Hybridisierungslosung enthalt, und 200 ~l denaturierte
Heringsspermien-DNA-Losung werden zugeftigt. Zur Denaturierung
wird die DNA 10 min auf ca. 100 °e erhitzt und anschlie~end
auf Eis abgektihlt. Die Vorhybridisierung erfolgt dann ftir 4 h
bei 45 °e. Die Vorhybridisierungslosung wird nach der Inkuba-
tion gegen 20 ml frische Hybridisierungslosung ausgetauscht
und 2 x 10 5 cpm/ml (fallbare Aktivitat im Transkriptionsan-
satz) an Riboprobe zugegeben. Zur Hybridisierung wird die
Nitrocellulose mit der Probe tiber Nacht bei 45 °e inkubiert.
Anschlie~end wird das Filter zweimal mit 1 x sse~ 0,5 % SDS
bei 65 °e gewaschen und diese Prozedur mit 0,1 x sse~ 0,1 %
SDS wiederholt. Das so behandelte Filter wird in Frischhalte-
folie verpackt.
4.9.2.8 Autoradiographie der hybridisierten Filter
Material und Losungen:
Rontgenfilm X-Ornat AR
Filmkassette mit Verstarkerfolie
Rontgenfilmentwickler
Fixierer
Essigsaure (1 %ig)
Kodak
Dr. Goos
Der hybridisierte Blot wird bei -70 °e mit Verstarkerfolie
autoradiographiert und der Film anschlie~endmit Essigsaure
als Stoppbad entwickelt.
4.9.2.9 Auswertung der Autoradiogramme
Mit Hilfe eines Laserdensitometers (Ultroscan XL, LKB) wird
die optische Dichte der Schwarzungen des Autoradiogramms
gemessen. Urn eine quantitative Aussage tiber die Menge an
hybridisierter Probe machen zu konnen, eignet sich die Flache
unter den Peaks des Densitogramms besser als die Peakhohe.
Dies liegt unter anderem daran, da~ ab einem bestimmten
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Belichtungsstadiurn die Schwarzung am Rand der belichteten
Filmflache starker zunimmt als in der Mitte.
Die Berechnung des Faktors, urn den sich der LDL-Rezeptor-
mRNA-Spiegel gegenuber dem der ~-Tubulin-mRNA andert, erfolgt
nach der Gleichung:
F = LDLR(+)
~-Tub(+)
x B-Tub(-)
LDLR(-)
LDLR(+)
~-Tub(+)
LDLR(-)
~-Tub(-)
gemessene Absorption in AU x mm (= Flache der
Peaks, die durch Densitometrie ermittelt wurden)
fur die Hybridisierung mit der LDL-Rezeptor-
Riboprobe nach Inkubation der Zellen mit
Testsubstanz
gemessene Absorption in AU x mm bei Hybridisierung
der RNA aus der selben Praparation, jedoch mit
~-Tubulin-Riboprobe
gemessene Absorption in AU x mm einer Kontrolle,
d.h. RNA aus Zellen, die nicht mit Substanz inku-
biert wurden. Hybridisierungsprobe: LDL-Rezeptor-
Riboprobe
gemessene Absorption in AU x mm bei Hybridisierung
der RNA aus der selben Praparation wie LDLR(-),
jedoch mit der ~-Tubulin-Riboprobehybridisiert
4.9.3 Ergebnisse und Diskussion
Die routinema~ige Anwendung eines auf Hybridisierung basie-
renden Expressionsassays erfordert von vornherein eine Aus-
richtung der Bestimmung auf moglichst einfache reproduzier-
bare Methoden. Dies beinhaltet sowohl die Praparation zellu-
larer RNA, die Herstellung der markierten Hybridisierungs-
probe, als auch die Hybridisierung selbst.
Zur Praparation der Gesamt-RNA aus Zellen in Kultur erwies
sich in unserem Labor die beschriebene Guanidiniurnthiocyanat-
Methode als die fur die standardma~ige Anwendung am besten
geeignete. Die Methode hat gegenuber vielen anderen in der
Literatur beschriebenen den Vorteil, da~ sich die RNA wahrend
der Prozedur standig in einem Milieu befindet, in dem sie vor
der Hydrolyse durch Ribonukleasen geschutzt ist. Fur eine
routinema~ig durchgefuhrte Praparation kleiner RNA-Mengen
(bis zu 60 Praparationen parallel) kann dieser Schutz nur
durch standige Gegenwart von RNase-Inhibitoren und nicht
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allein durch extrem vorsichtiges Arbeiten gewahrleistet wer-
den.
Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, da~ die auf relativ
einfache Weise gewonnene RNA gut filtrierbar ist und sich
daher flir die Anfertigung von Dot-Blots eignet. AIle anderen
getesteten Methoden (Grimes et al., 1988; Wilkinson, 1988;
Goughs, 1988) lieferten entweder eine zu geringe Ausbeute
oder bei hoher Ausbeute eine schlecht filtrierbare RNA. Es
mu~ an dieser Stelle jedoch betont werden, da~ die prapara-
tion von RNA immer noch eine sehr arbeitsaufwendige Methode
ist und bei der routinema~igen Anwendung durchaus Proben mit
kaum me~barem RNA-Gehalt auftreten.
Ein weiteres Problem ist die routinema~igeMarkierung von
Hybridisierungsproben. Die libliche Methode der Markierung von
DNA-Fragmenten mit Hilfe der DNA-polymerase erfordert mei-
stens die Praparation dieser Fragmente in relativ gro~en Men-
gen. Da die Praparation jedoch haufig von Problemen - beson-
ders im Hinblick auf die Ausbeute - begleitet ist, wurde von
uns der Weg der routinema~igen Synthese einer markierten
Riboprobe gewahlt. Trotz anfanglicher Probleme bei der Mar-
kierungsausbeute erweist sich dies Methode heute im Scree-
ningeinsatz als sehr zuverlassig und leicht durchflihrbar. Zur
Synthese der in vitro markierten RNA mu~ das gewlinschte DNA-
Fragment lediglich in einen entsprechenden Vektor (z.B. pTZ-
Serie, Pharmacia) kloniert werden. Das so gewonnene Konstrukt
kann dann mit Hilfe der liblichen Methoden in beliebiger Menge
hergestellt und nach einem einfachen Restriktionsschnitt zur
Riboprobe-Synthese eingesetzt werden. Die hohere Empfindlich-
keit der markierten Probe gegen enzymatischen Abbau erwies
sich als nicht problematisch.
Zur Messung des hybridisierten Anteils an Riboprobe wurde die
autoradiographische Auswertung der Dot-Blots gewahlt, da in
diesem Verfahren eine gro~e Zahl an Proben gleichzeitig bear-
beitet werden kann, ohne da~ die Einzelschritte, bei denen
mit radioaktivem Material gearbeitet wird, zunehmen. An die-
ser Stelle sei bemerkt, da~ z.Z. eine "nicht-radioaktive"
Markierung der Riboprobe getestet wird.
Die Auswertung liber Autoradiogramme wirft jedoch einige Pro-
bleme auf, da die Zunahme der Schwarzung des Rontgenfilms
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nicht proportional zurn Anstieg der spezifischen Hybridisie-
rung ist. Um trotzdem eine ungefahre Aussage Uber die tat-
sa~hliche Anderung des mRNA-Spiegels in den Zellen machen zu
konnen, wurde die Abhangigkeit der Schwarzung des Rontgen-
films von der Konzentration einer mRNA in einer gegebenen
RNA-Praparation gemessen.
Um diese Messung durchzufUhren, wurde in vitro eine RNA syn-
thetisiert, die komplementar zur Riboprobe fUr den LDL-Rezep-
tor war, also ein kurzes StUck der Rezeptor mRNA darstellt.
Diese Synthese konnte leicht durchgefUhrt werden, da das ent-
sprechende LDL-Rezeptor-cDNA-Fragment in den In-vitro-Trans-
kriptionsvektor pSPT 18 kloniert worden war, der mit Hilfe
von SP6- oder T7-RNA-polymerase eine Synthese der beiden mog-
lichen RNA's erlaubt. Vom In-vitro-Transkript wurden entspre-
chende VerdUnnungen hergestellt und diese mit jeweils glei-
chen Mengen an Gesamt-RNA aus CHO-(chinese hamster ovary)-
Zellen gemischt. Die densitometrische Auswertung (Abb. 4.62)
der mit der LDL-Rezeptor-Riboprobe hybridisierten Dot-Blots
ergab die dargestellte Abhangigkeit (Abb. 4.63). Mit Hilfe
dieser Messungen konnten Anderungen in der Schwarzung des
Rontgenfilms auf die Anderung des Gehalts an Rezeptor-mRNA
umgerechnet werden.
FUr die routinema~ige Auswertung der Dot-Blots im Substanz-
Screening wird jedoch ein auf die ~-Tubulin-mRNAkorrigierter
Faktor berechnet, der die Anderung des LDL-Rezeptor-mRNA-
Spiegels in HepG2-Zellen bei Inkubation mit Testsubstanzen
angibt. Bei dieser Berechnung wird das Verhaltnis von LDL-
Rezeptor-mRNA zu ~-Tubulin-mRNA in HepG2-Zellen als konstant
angesehen, solange sich die Inkubationsparameter nicht
andern. Eine eventuelle Substanzwirkung wlirde dieses Verhalt-
nis urn den berechneten Faktor andern.
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Abb. 4.62: Eine in vitro synthetisierte RNA (komplementar zu
der humanen LDL-Rezeptor-Riboprobe) wurde in ver-
schiedenen Verdunnungen mit einer konstanten Menge
Gesamt-RNA aus "chinese hamster ovary (eHO) "-Zellen
gemischt. Die Mischungen wurden auf eine Nitrocellu-
losemembran aufgetragen und mit einer fur den
menschlichen Rezeptor spezifischen Riboprobe hybri-
disiert. (A) zeigt das Densitogramm des Autoradio-
gramms (B). Die Verdunnung an spezifischer RNA war
lfach, Stach, SOtach und SOOtach.
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Abb. 4.63: Die densitometrische Auswertung der in Abb. 4.62
illustrierten Untersuchung zeigt einen logarithmi-
schen Zusammenhang zwischen der optischen Dichte
(AU x mm) und des: Verdiinnung der spezifischen RNA.
Zur Auswertung der Dot-Hybridisierung ist neben den beschrie-
benen Messungen ein "interner Standard" als Bezugsgro13e unbe-
dingt notwendig. Ublicherweise wird hierzu die mRNA eines
Proteins des Cytoskeletts der Zelle benutzt, wie z.B. 13-Aktin
(fUr Nicht-Muskelzellen) oder 13-Tubulin. Diese Bezugsgro13e
ist vor allem deshalb notwendig, urn Schwankungen bei der RNA-
Ausbeute zu berUcksichtigen. Die 13-Tubulin-mRNA hat sich in
unserem Labor bewahrt und wird bei jeder Messung parallel zur
LDL-Rezeptor-mRNA bestimmt. Hierzu wird die in vitro synthe-
tisierte II RiboprobeII eines Fragments des Human-13-Tubulin-
Pseudogens verwendet. Letztendlich wird somit bei der Aus-
wertung das Verhaltnis LDL-Rezeptor-mRNA zur 13-Tubulin-mRNA
bestimmt. FUr das Substanz-Screening ergibt sich hieraus das
Problem, da13 auch die negative Beeinflussung der 13-Tubulin-
mRNA zu einer Erhohung des gemessenen Verhaltnises flihrt.
Verbindungen mit einer solchen Wirkung wlirden jedoch zytoto-
xische Effekte an den kultivierten Zellen zeigen.
Die Anwendung von Dot-Blots zur Bestimmung des LDL-Rezeptor-
mRNA-Spiegels setzt voraus, da13 die Hybridisierungstemperatur
und Salzkonzentration der Waschlosungen in Vorexperimenten
ausgetestet werden. Dies kann nur anhand von Northern-Blots
- 465 -
der zu untersuchenden RNA-Praparationen geschehen, da hier im
Gegensatz zum Dot-Blot zwischen spezifischer und eventuell
unspezifischer Hybridisierung unterschieden werden kann. Da-
her wurden RNA-Praparationen aus HepG2-Zellen nach gelelek-
trophoretischer Trennung auf Nitrocellulose ubertragen und
sowohl mit der LDL-Rezeptor-mRNA-spezifischen Riboprobe als
auch mit der Riboprobe fur ~-Tubulin-mRNAhybridisiert. Aus-
reichend spezifische Hybridisierungen konnten bei 45 °e in
50 % Formamid mit anschlie~endemWaschen der Filter in
0,1 x sse; 1 % SDS bei 65 °e erreicht werden. In Abbil-
dung 4.64 sind zwei Autoradiogramme von Northern-Blots mit
HepG2-Gesamt-RNA gezeigt, die mit LDL-Rezeptor-Riboprobe (A)
sowie mit der Riboprobe fur ~-Tubulin (B) hybridisiert wur-
den. Die Autoradiogramme zeigen deutlich, da~ sowohl die
Rezeptor-mRNA (5,3 kb) als auch die beiden mRNA's fur ~-Tubu­
lin ohne weitere Anreicherung der poly(A+)-RNA zu detektieren
sind. Nach diesen Vorexperimenten konnten die Dot-Hybridisie-
rungen unter den genannten Bedingungen durchgefuhrt werden.
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Abb. 4.64: Die spezifischen Hybridisierungseigenschaften der
beiden fur das 5creeningmodell vorgesehenen Proben
wurde mittels "Northern-Blotting" des: Gesamt-RNA von
HepG2-Zellen getestet.
(A) zeigt das Autoradiogramm eines Northern-Blots
nach Hybridisierung mit einer LDL-Rezeptor-spezifi-
schen Riboprobe. Das Hybridisierungsssignal liegt in
dem erwarteten BEreich (513 kb};
In (B) wurde dieselbe RNA-Praparation mit einer
Riboprobe fur humanes ~-Tubulin hybridisiert. Beide
mRNA-Banden des ~-Tubulins (1,8 bzw. 2,6 Kilobasen)
sind leicht zu erkennen.
Die mit den pfeilen markierten postitionen der 285-
und 1B5-Ribosomen-RNA entsprechen einer Gro~e von
5,1 kb bzw. 1,9 kb.
Um reproduzierbare Bedingungen fUr die Bestimmung des LDL-
Rezeptor-mRNA-Spiegels zu erreichen, mUssen verschiedene
Parameter bei der Kultivierung der Zellen berUcksichtigt wer-
den. Zum einen ist das Wachstumsstadium, in dem sich die Zel-
len befinden, fUr deren Reaktion auf au~ere EinflU~e wichtig,
zum anderen hat das Medium, in dem die Zellen wachsen, eben-
falls einen deutlichen Effekt auf die Expression des LDL-
Rezeptors.
Zur Abklarung dieser Parameter wurde der Rezeptor-mRNA-Spie-
gel in HepG2-Zellen unter Zugabe eines HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitors unter verschiedenen Inkubationsbedingungen gemes-
sen. Von den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren ist bekannt, da~
sie die Zahl der LDL-Rezeptoren auf der Zelloberflache erho-
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hen und diese Erhohung mit einer erhohten Transkriptionsrate
einhergeht (Ma et al., 1986). Daher kann diese Substanzklasse
als Referenz in den LDL-Rezeptoruntersuchungen eingesetzt
werden.
In diesem Experiment wurden dem Medium (DMEN) verschiedene
Zusatze zugefligt:
DMEN
1) + 1 x NEAA (nicht-essentielle Aminosauren)
2) + 1 x NEAA + 2 % Ultroser (eine Medienzusatz von BRL,
der neben Albumin und Phospholipiden noch
Insulin enthalt)
3) + 1 x NEAA + Lipoprotein-freies Serum (LPDS),
50 ~g Protein/ml
Das Ergebnis des Experiments ist in Abbildung 4.65 darge-
stellt. Au~er bei Zusatz von Ultroser zum Medium ist erst bei
10 ~mol/l Mevinolin ein deutlicher Effekt zu sehen. Bei die-
ser Konzentration liegt die Steigerung des mRNA-Spiegels bei
allen Medienzusatzen bzw. beim Medium ohne jeden weiteren
Zusatz (au~er NEAA) in der gleichen Gro~enordnung. Der er-
hohte mRNA-Spiegel bei der Inkubation der Zellen mit 3 ~ol
Mevinolin/l und 2 % Ultroser gegenliber der Inkubation mit
Mevinolin allein ist sehr wahrscheinlich auf den Insulinge-
halt dieses Zusatzes zurlickzuflihren. Unter Umstanden besteht
hier ein synergistischer Effekt zwischen diesem Hormon und
dem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor. Aufgrund dieses Ergebnisses
wurde im Screening die Medienzusammensetzung wie unter 1)
beschrieben eingesetzt. Es wurde also zum Grundmedium au~er
den nicht-essentiellen Aminosauren kein weiterer Zusatz hin-
zugefligt. Die so erreichten Inkubationsbedingungen flir die
Zellen entsprechen denen im LDL-Bindungsassay (Kap. 4.8) und
bedingen eine gro~ere Vergleichbarkeit der beiden Modelle.
Das Ergebnis zeigt aber auch gleichzeitig die relative
Unempfindlichkeit der mRNA-Bestimmung. Wahrend im LDL-Bin-
dungsmodell mit Mevinolin bereits bei einer Konzentration von
3 ~mol/l ein deutlicher Effekt (50-80 % Erhohung der LDL-Bin-
dung) erreicht wird, ergibt die Messung des LDL-Rezeptor-
mRNA-Spiegels kaum Veranderung. Dieses Ergebnis wurde in wei-
teren Experimenten bestatigt, so da~ die Messung einer Kon-
zentrationsabhangigkeit des vorhandenen mRNA-Spiegels z.T.
Schwierigkeiten bereitet.
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Abb. 4.65: Drei verschiedene Kulturmedien wurden ausgetestet,
urn geeignete Bedingungen tur die Detektion von Sub-
stanzettekten aut den LDL-Rezeptor-mRNA-Level zu
tinden. AuJ3er bei den Ansatze mit Ultroser, eine
Zusatz tur Kulturmedien von den "Bethesda Research
Laboratories", konnte ein konzentrations-abhangiger
Ettekt von Mevinolin aut die mRNA-Konzentration
gemessen werden. Weil kein signitikanter Unterschied
zwischen den Ergebnissen mit bzw. ohne lipoprotein-
treier Serurnzusatz bestand, verzichteten wir auf
weitere Zusatze auJ3er nicht-essentiellen Aminosauren
(NEAA).
Ein weiterer Parameter mit EinfluJ3 auf die Hohe der Expres-
sion des LDL-Rezeptors ist das Wachstumsstadium, in dem sich
die Kultur befindet. So wird unter konfluenten Bedingungen
deutlich weniger Rezeptor-mRNA gebildet als im halbkonfluen-
ten zustand (H. Kraft; Innsbruok, pers. Mitteilung). Urn die
flir unser Versuchsdesign optimale Zelldichte zu testen, wur-
den verschiedene Verdlinnungen von Zellen angesetzt und nach
einer Anwachs- und Nlichternphase das Verhaltnis von Rezeptor-
mRNA zu J3-Tubulin-mRNA unter EinfluJ3 eines HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitors (RP 61969) bestimmt. Die Auswertung dieses Experi-
ments ist in Abbildung 4.66 und Tabelle 4.18 dargestellt.
Unter den hier erwahnten Bedingungen ergibt sich ein Expres-
sionsmaximum, wenn der Reduktaseinhibitor den Zellen bei
einem Wachstumszustand von ca. 80 % Konfluenz zugesetzt wird.
Flir den Splittrhythmus ergab sich hieraus eine Rate von 1:10,
d.h. man verteilt die Zellen einer 10-cm-Schale auf 10 6 cm-
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Schalen und la~t bis zu 80 % Konfluenz anwachsen, da hier die
beste Reaktion der Zellen auf die Substanz zu erwarten ist.
Tab. 4.18: Auswertung eines Zellverdiinnungsexperimentes.
RNA-Proben wurden aus Zellen prapariert, die zuvor
in Anwesenheit (+) bzw. in Abwesenheit (-) von
RP 61969 (HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor) inkubiert
worden waren.
Der Faktor der Anderung der mRNA-Konzentration (F)
wurde, wie im Kapitel "Material und Methoden" be-
schrieben, errechnet.
AU x mm entspricht der Peakflache im Dot Blot.
[AU x nun] [AU x nun] [AU x nun]
1:20 F 1:10 F 1:5 F
LDLR
-
1) 2,997 2,218 3,919
2) 2,794 2,310 3,660
13-Tub - 1) 7,358 15,358 7,119
2) 7,232 13,026 5,946
RP 61969 (3 ~mol/l)
LDLR + 1) 3,030 0,92 2,470 1,29 2,571 1,42
2) 3,376 1,45 3,243 1,37 3,470 1,18
13-Tub + 1) 8,072 13,283 3,296
2) 6,041 13,348 4,768
RP 61969 (10 iunal l L)
LDLR + 1) 2,635 0,9 3,036 1,99 5,363 1,19
2) 2,909 1,3 3,502 1,8 5,196 1,61
13-Tub + 1) 7,236 10,534 8,166
2) 5,831 10,992 5,240
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1:51:10
VerdUnnung der Zellen
1:20
1,51-------------
0,5
RP61969
a 3)Jmolll _ iOlJmolll
Abb. 4.66: HepG2-Zellen wurden in der angegebenen Verdiinnung
subkultiviert, bevor die Testsubstanz (RP 61969, ein
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor von Rh6ne-Poulene) dem
Kulturmedium zugesetzt wurde. Bei der Subkultivie-
rung aus einer Petrischale mit cl> = 10 em auf zehn
Petrisehalen mit <I> = 6 em (definiert als 1:10-Ver-
diinnung) wurde die starkste Reaktion der Zellen
erhalten. Obwohl die Reaktion extrem von der Pas-
sagenzahl der Zellen abhangig ist, wird dieses Sub-
kultivierungsverhaltnis routinema~ig im Sereening-
modell eingesetzt. Der negative Effekt bei einem
Verhal tnis von 1: 20, besonders bei 10 umol.I L
RP 61969, ist bisher nieht erklarbar.
Mit Hilfe der genannten Experimente konnten Bedingungen fur
die Kultivierung der HepG2-Zellen ermittelt werden, die eine
gut me~bare Reaktion auf die zugabe eines HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitors moglich machen. Fur das Screening-Verfahren werden
die Zellen daher nach Anzucht in Medium mit Serumzusatz einen
Tag lang in reinem Kulturmedium ohne Serum gehalten, um stan-
dardisierte Bedingungen zu schaffen. Des weiteren wurde ein
Splittrhythmus eingefuhrt, der die Zellen unter moglichst
konstanten Wachstumsbedingungen halt und den Zellen zum Zeit-
punkt der Substanzzugabe eine Konfluenz von 60-80 % erlaubt.
Die so erreichte Standardisierung la~t eine gute Vergleich-
barkeit der gewonnenen Ergebnisse zu, das hei~t, die zu er-
wartenden Differenzen in den Experimenten aufgrund der unter-
schiedlichen Splittnummer (entspricht dem "Alter" der Zellen)
konnten minimiert werden. Das so entwickelte Modell wird z.Z.
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im Screening nach antiatherosklerotisch wirkenden Substanzen
als "second stage model" eingesetzt.
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4.10 HeIl11l1ung der Endothelzell-vermittel'ten Alterierung
von LDL
4.10. 1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Inkubation von Kaninchenaortenzellen mit frisch isolierten
Lipoproteinen geringer Dichte (LDL) fUhrt zu einer auf oxida-
tiven bzw. enzymatischen Prozessen beruhenden Modifizierung
der LDL, die mit Hilfe der Messung der Veranderung der elek-
trophoretischen Beweglichkeit der Lipoproteine, des aus unge-
sattigten Fettsauren freigesetzten Malondialdehyds mittels
Thiobarbitursaure oder der Aufnahme dieser modifizierten
Lipoproteine in Peritonealmakrophagen quantifiziert werden
kann. Substanzen, die in diesem PrUfsystem wirksam sind,
konnten in vivo die Entstehung von Schaumzellen und damit
einen wesentlichen Faktor in der Pathogenese der
Atherosklerose verhindern.
4.10.2 Material und Methoden
4.10.2.1 Zellen
a) Kaninchenaortenzellen
Fur die LDL-Modifizierung wird eine Kaninchenaorten-Pri-
markultur eingesetzt. Zur Praparation wird ein ca. 5 cm
langes Aortensegment aus dem thorakalem Bereich frisch
entnommen und die Blutreste durch intensives Waschen in
PBS-Puffer (s. 4.10.2.2) entfernt. Adiposes Gewebe wird
mittels sterilem Skalpell entfernt und die Aorta nach
erneutem Waschen in PBS mit einer hei~sterilisierten
Schere (2 h, 180 °C) in ca. 5 mm 2 gro~e Stucke geschnitten
und 24 Stunden mit DMEM/10 % FKS/Dispase I (1 U/ml, Boeh-
ringer Mannheim, Nr. 210455) bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Das Medium wird anschliessend bei 2.000 Upm
abzentrifugiert (Labofuge 6000), das verbleibende Pellet
einmal mit DMEM gewaschen und nach Zugabe von DMEM/10 %
FKS erneut im Brutschrank 24 h inkubiert. Die nicht von
der Dispase abgebauten Gewebsreste werden anschliessend
abgesaugt und die adharenten Kaninchenaortenzellen bis zur
Konfluenz kultiviert.
Die eingesetzten Zellen sind seit 1986 in der 15. Passage
in Kulturmedium unter Zusatz von 10 % DMSO bei -196 °C
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kryokonserviert und werden zwischen der 18. und 25. Pas-
sage fur die Versuche eingesetzt.
b) Makrophagen-ahnliche Zellinie
Fur LDL-Degradationsstudien wird die makrophagenahnliche
Zellinie J774A.1 (ATCC, Nr. TIB 67) - im Text abgekurzt
mit J774 - eingesetzt.
Die Zellen sind in 10%igem DMSO in Kulturmedium bei
-196°C mit unbekannter Passagenzahl kryokonserviert.
4.10.2.2 Kulturmedien und Puffer
a) Kulturmedium, Medienadditiva und Antibiotika:
1. Minimum Essential Medium, nach Dulbecco (DMEM,
Boehringer Mannheim Nr. 210048)
2. Natriumhydrogencarbonat (NaHC03 , Merck Nr. 6323)
3. Streptomycinsulfat (Serva, Nr. 35500)
4. Penicillin G-Kaliumsalz (Serva, Nr. 31749)
5. Fatales Kalberserum (FKS, Seromed, verschiedene
Chargen)
6. Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA, 100fach
konzentriert, Boehringer Mannheim, Nr. 210293)
7. Natriumpyruvat (100 romol/l, steril, Seromed, Nr. L0473)
8. L-Glutamin (200 romol/l, steril, Boehringer Mannheim,
Nr. 210277)
9. Rinderserumalbumin (BSA, Sigma A7906)
DMEM Pulverkonzentrat (fur 5 1 Medium)
+ 18,5 9 NaHC03
+ 0,5 9 Streptomycinsulfat
+ 0,3 9 Penicillin G (500.000 IU)
werden mit bidest. Wasser auf 5 1 aufgefullt und nach
15-30minutigem Ruhren sterilfiltriert (Filter 0,2 ~,
Schleicher & Schull, Nr. 401352).
Die NEAA werden vor Gebrauch 1 %ig (v/v) zugesetzt.
Das FKS wird vor Gebrauch 10 %ig (v/v) dem Flussigmedium
zugesetzt. FUr J774-Zellen wird FKS verwendet, welches zu-
vor 2 h bei 56°C (Wasserbad) hitzeinaktiviert wird.
BSA wird als sterile 10 %ige Staromlasung in bidest. Wasser
bei 4 °C gelagert und dem Flussigmedium vor Gebrauch 1 %ig
(v/v) zugesetzt.
Als DMEM-Medium wird grundsatzlich das Nahrmedium ein-
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sehlie~lieh NaHC03 , NEAA und Antibiotika bezeiehnet. Aile
anderen Zusatze (FKS, BSA, Natriumpyruvat, L-Glutamin)
werden gesondert aufgeftihrt.
b) Zusammensetzung des PBS-Puffers
Zum Wasehen der Zellen wird "phosphate buffered saline"
(PBS) verwendet:
8,0 g NaCl (Merck, Nr. 6404)
0,2 g KCl (Merck, Nr. 4936)
1,15g NazHP04 (Sigma, Nr. S0876)
°,2 g KHzP04 (Merck, Nr. 4873)
werden mit bidest. Wasser auf 1 1 aufgeftillt - der pH-Wert
der Losung betragt 7,0.
4.10.2.3 T~sinlosung
100 ml 0,25 %ige Trypsinlosung (Flow, Nr. 1689454) werden mit
7 ml einer 1 %igen EDTA-Losung (in sterilem PBS-Puffer) ver-
setzt.
4.10.2.4 Subkult:ivierung der Aorten- bzw. J774-Zellen
AIle im folgenden besehriebenen Arbeitsgange erfolgen unter
sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank, sterile Verbrauchsware,
Pipetten) :
1. Medium absaugen
2. 2 ml Trypsinlosung zusetzen (bei NUNC-Petrischalen,
d = 10em, Nr. 150350) (entfallt bei J774-Zellen - diese
Zellen werden mittels Gummiwiseher abgeschabt und mit
DMEM/10 % FKS in ein Zentrifugenrohrchen tiberftihrt -
weiter mit 4.)
3. Naeh 5 min bei 37°C die Zellsuspension in ein Zentrifu-
genrohrehen pipettieren, in dem 2 ml DMEM/10 % FKS vorge-
legt sind
4. Zentrifugation bei 2.000 Upm (Labofuge 6000, Heraeus),
1 min
5. Absaugen des tiberstandes, Suspendieren des Zellpellets in
5 ml DMEM/10 ~ FKS
6. Zentrifugation wie 4.
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7. Uberstand absaugen, Zellpellet in 5 ml DMEM/10 % FKS auf-
nehmen und auf flinf neue Petrischalen verteilen, in denen
10 ml DMEM/10 % FKS vorgelegt sind. Bei J774-Zellen wird
das Medium zusatzlich mit 1% L-Glutamin (v/v) und 1%
Natriumpyruvat (v/v) versetzt.
4.10.2.5 Einfrieren von Zellen
Punkt 1.-6. wie unter 4.10.2.4 beschrieben
7. Pellet suspendieren in 1 ml DMEM/10 % FKS/10 % DMSO (bei
J774-Zellen wird das Medium zusatzlich mit 1% L-Glutamin
(v/v) und 1% Natriumpyruvat (v/v) versetzt) und in eine
Ampulle (NUNC, Nr. 363401) pipettieren.
8. Mit Einfrierstopfen (Union Carbide) auf Position "G" 2 h
im Stickstoffbehalter belassen, danach aIle 15 min eine
Position tiefer setzen.
4. 10. 2. 6 Prot:einbest:immung nach Lowzy
Lesungen:
Reagenz A:
Reagenz B:
Reagenz C:
2,0 % Na2C03
0,1 mol/l NaOH
1,0 % Kalium-Natrium-Tartrat
0,5 % CuS04 x 5 H20
einzeln lesen, dann zusammengeben
50 Teile Reagenz A
+ 1 Teil Reagenz B
Prliflesung:
100 ~l Probe mit 2 ml Reagenz C gut mischen und 10 min
stehen lassen.
100 ~l Folin-Reagenz (Fa. Merck, Nr. 9001) zugeben, gut
mischen und 30 min stehen lassen
100 ~l Triton-X-100 (l%ig in dest. Wasser) zugeben.
Absorptionsbestimmung gegen Reagenz + Folin + Triton als
Leerwert im Spektralphotometer (Beckman, Modell 34) - Wel-
lenlange: 660 nm
Eichlosung:
0,1 % BSA-Lsg.
10-50 ~l = 10 - 50 ~g BSA/Ansatz
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4. 10. 2. 7 Priiparatii.on von humanen Low-Densi ry-Lipoproreinen
(LDL)
Human-Vollblut der Blutbank Koln (Antikoagulanz: Citrat) wird
in einer Laborzentrifuge (Labofuge 6000, Heraeus) 15 min bei
3.00 Upm zentrifugiert. Der Uberstand (Citrat-Plasma) wird
mit Kaliurnbromid (KBr, Merck, Nr. 4905) auf eine Dichte von
1,02 g/ml eingestellt und wie folgt zentrifugiert: Ultrazen-
trifuge L8-70M und 70 Ti-Rotor, Quickseal-Rohrchen, Fa. Beck-
man, 16 h, 65.000 Upm~ die Trennung erfolgte bei 4°C.
Es werden 10 ml Uberstand (VLDL, Chylomikronen) mittels
Pasteurpipette abgenornrnen und verworfen.
Die untere Phase wird mit KBr auf eine Dichte von 1,063 g/ml
eingestellt und erneut unter oben beschriebenen Bedingungen
zentrifugiert. Die oberen 5-8 ml (je nach LDL-Gehalt des
Plasmas) werden mittels Pasteurpipette abgenornrnen und gegen
folgenden Puffer dialysiert:
36,0 9 Natriumchlorid (NaCl, Merck, Nr. 6404)
1,5 9 Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma, Nr. ED2SS)
1,2 9 Dinatriurnhydrogenphosphat (NazHP04, Sigma, Nr. S0876)
mit vorgekuhltem (4°C) bidest. Wasser auf 4 1 aufgefullt
(pH 7,2). Der Dialysepuffer wird jeweils frisch angesetzt,
wobei fur 100 mi LDL-Praparation sechsmal 4 1 Dialysepuffer
eingesetzt werden~ die Dialyse erfolgt uber ingesamt 24 h. Es
wird ein Dialyseschlauch mit einer Ausschlu~grenze von
10.000 g/mol (Serva, Nr. 44110) eingesetzt.
Nach einer Proteinbestirnrnung nach Lowry (s. 4.10.2.6) werden
die LDL sterilfiltriert (EinwegfiIterhalter, Sartorius,
Nr. 16534 K)~ die maximaIe Haltbarkeit betragt 4 Wochen.
4.10.2.8 Radiojodierung von LDL
1 mi LDL (Proteingehalt 2-3 mg/ml) werden mit 20 Jodobeads
(Pierce Chemical Company, Nr. 28666) und 10 ~l (37 MBq)
Na1Z5J (DuPont/NEN, Nr. NEZ033A) 20 min bei Raumtemperatur
unter leichtem Schutteln inkubiert. Die LDL werden anschlies-
send von den Jodobeads getrennt, 1:1 (v/v) mit eiskalter
0,9 %iger NaCl-Losung verdunnt und sechsmal gegen 1 1 dieser
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Losung bei 4 °C dialysiert (24 h, Dialyseschlauch mit
10.000er Ausschlu~grenze, Serva, Nr. 44104). Die 125J _LDL
werden nach einer proteinbestimmung nach Lowry (4.10.2.6) und
einer Bestimmung der eingebauten Radioaktivitat im Gammazah-
ler (LKB, Rackgamma II, Modell 1270) sterilfiltriert (Einweg-
filterhalter, Sartorius, Nr. 16534 K) und bei 4 °C gelagert~
die maximale Haltbarkeit betragt 3 Tagel Die spezifische
Aktivitat der eingesetzten Praparationen lag im Bereich
200-300 cpm/ng Protein.
4.10.2.9 Hersrellung von acerylierren LDL
1 ml LDL-Losung (10-16 mg Protein/ml) und 1 ml kaltgesattigte
Natriumacetatlosung werden im Eisbad gerlihrt, wobei darauf
geachtet wird, da~ die gesamte Losung standig in Bewegung
ist.
Acetanhydrid wird langsam (etwa 3 ~l/5 min) zugetropft, wobei
die benotigte Menge nach folgender Regel ermittelt wird:
mg LDL-Protein xl,S = ~l Acetanhydrid.
Nach Zugabe des gesamten Acetanhydrids wird die gesamte Lo-
sung noch weitere 30 min gerlihrt.
tiber Nacht wird gegen
0,9 % NaCl
0,3 mmol/l EDTA~ pH 7,4, 4 °C
dreimal dialysiert.
Zur Kontrolle wird anschliessend eine Agarose-Elektrophorese
durchgeflihrt. Bei erfolgreicher Acetylierung der LDL kann die
Proteinbande der acetylierten LDL bei einem hoheren Rf-Wert
(etwa auf der Hohe der HDL) lokalisiert werden. Andernfalls
schmiert die Bande vom Start an, was auf eine Denaturierung
cter LDL hinweist.
4.10.2.10 HPTLC-Besrimmung von Cholesrerin und
Cholesrerinesrer
Die unter Stickstoffgasstrom getrockneten Extrakte aus Zell-
homogenat werden in 30 ~l Chloroform aufgenommen und davon
jeweils 0,5 ~l mit dem Nanomat (Fa. Camag) mittels 0,5 ~l-
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Kapillaren auf HPTLC-Fertigplatten (Platten Kieselgel 60,
20 x 10 cm, Fa. Merck) in einem Abstand von 0,5 cm aufgetra-
gen. Man la~t die HPTLC-Platten zuvor im Laufmittel n-Hexan,
n-Heptan, Diethylether, Eisessig (63:18,5:18,5:1,5 v/v) zur
Reinigung vorlaufen, anschliessend eine Stunde bei 100 DC
aktivieren und vor Auftragen der Proben wieder auf Raumtempe-
ratur abgekUhlen.
Als Eichlosung wird eine Mischung aus Cholesterin, Choleste-
rinester und Cholesterinformiat in einem Bereich von 0,0125-
0,2 ~g aufgetragen. Die Auftrennung erfolgt in einer Linear-
kammer mit 4 ml Laufmittel (s.o.) flir 10 min. Nach Trocknung
der Platte flir 10 min bei 100 DC werden die aufgetrennten
Komponenten durch Eintauchen (10 sec) in un ten aufgeflihrtem
HPTLC-Tauchbad und Entwicklung im Trockenschrank flir 20 min
bei 105 DC sichtbar gemacht.
HPTLC-Tauchbad:
3,2 9 MnCl2
480 ml Methanol
480 ml Aqua dest.
32 ml H2S04 konz.
Nach Abklihlung der Platten wird die Masse der Komponenten
durch Fluoreszenz-Densitometrie (Anregungswellenlange 366 nm,
Emissionswellenlange 510 nm) mit einem Dlinnschicht-Scanner
(Fa. Camag) und Auswertung der Peak-Flachen mit dem Integra-
tor SP 4100 (Spectra Physics) bestimmt.
4. 10. 2. 11 Bestimmung des Thiobarbi tursaure-reaktiven
Materials in oxddatiisr modifizierten LDL
4.10.2.11.1 DurchfUhrung der LDL-Hodifizierung
Eine Petrischale (Nunc, Nr. 150350) mit konfluenten Kanin-
chenaortenzellen wird nach 4.10.2.4 auf eine Multischale (MS)
mit 24 Vertiefungen (Nunc, Nr. 146485) gesplittet, und die
Zellen werden in 0,5 ml DMEM/10 % FKS (pro MS-Vertiefung)
24 h inkubiert. Der Zellmonolayer wird einmal mit PBS
gewaschen und weitere 24 h mit FlO-Medium im Brutschrank bei
37 DC inkubiert. Das Medium wird anschliessend gegen frisches
FlO unter Zusatz von 200 ~g/ml LDL und Prlifsubstanzen (0,5 ml
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Medium, 1 % Ethanol-Endkonzentration (vlv)) ausgetauscht und
24 h inkubiert. Sechs Kontrollinkubationen werden ohne
Subs~anzzusa~z zur Quantifizierung der maximalen oxidativen
LDL-Modifizierung durchgefUhrt; zur Kontrolle, ob die
eingesetzten Aortenzellen aktiv modifizieren, werden drei
Kontrollinkubationsansatze ohne Zellen durchgefUhrt.
300 ~l des Mediums werden fUr den TBA-Assay (5. 4.10.2.11.2)
eingesetzt. Der Zellmonolayer wird Bofort fUr die Bestimmung
der Zellvitalitat eingesetzt (5. 4.10.2.11.3).
4.10.2.11.2 TBA-Assay
a) TBA-Reagenz:
1,0 9 Thiobarbitursaure (Sigma, Nr. T5500)
werden in 99 ml bidest. Wasser unter Erwarmen gelost
b) Malondialdehyd-Standardkurve:
Tetraethoxypropan (Fa. Sigma, Nr. T9889) wird vor Gebrauch
in FlO-Medium gelost. Zur Eichkurvenerstellung werden 0,5,
1,0, 2,0, 5,0 und 10,0 nmol dieses Diacetals eingesetzt,
wobei unter den Bedingungen des TBA-Assays eine aquimolare
Menge Malondialdehyd entsteht.
c) TBA-Assay:
300 ~l Medium (aus Zellversuch oder Standardmedium)
+ 600 ~l 25 %ige Trichloressigsaure (Merck, Nr. 807,
Losung in bidest. Wasser)
+ 600 ~l TBA-Reagenz
werden in Eppendorf-Reaktionsgefa~enim Wasserbad 45 min
bei 95 DC inkubiert und - nach AbkUhlung auf Raumtempera-
tur - 5 min bei 3000 Upm (Beckman, Microfuge 12) zentrifu-
giert. Die im Uberstand verbleibenden Farbpigmente des
Thiobarbitursaure-reaktiven Materials werden mittels fluo-
rometrischer Bestimmung (Fluoroskan II, Flow, Anregung bei
515 nm, Emissionsmessung bei 555 nm) quantifiziert.
4.10.2.11.3 Bes~immung der Zellvi~ali~a~ (MTT-Tes~)
a) MTT-Reagenz:
1 mg 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid (MTT, Sigma, Nr. 2128) werden in 1 ml FlO-Medium
kurz vor Gebrauch gelost.
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b) MTT-Test:
Die Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen und der Mono-
layer mit 0,5 ml MTT-Reagenz fur 2 h bei 37 °C inkubiert.
Das Reagenz wird anschliessend abgesaugt und die MTT-
Umsetzung durch Zusatz einer 3 %igen SDS-Losung (Natrium-
Dodecylsulfat, Sigma L4509) und Isopropanol (mit 0,04
mol/l HCI) gestoppt.
Die Multischalen werden zur Solubilisierung des gebildeten
Formazans 1 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Die Menge
gebildeten Formazans wird durch Absorptionsmessung bei 570 nm
in einem Spektralphotometer (Beckman, Modell 34) bestimmt.
4.10.2.11.4 Auswertung
Bestimmt wird die entstandene Menge Thiobarbitursaure-reakti-
ven Materials als Stoffmenge Malondialdehyd-aquivalenter Ver-
bindungen bezogen auf die gebildete Formazanmenge bzw. bei
einigen Untersuchungen auf die Zellproteinmenge. Die prozen-
tuale Differenz des Mittelwertes von drei parallelen Ansatzen
pro Substanz-Konzentration zum Mittelwert der Kontrollinkuba-
tionen (mit Aortenzellen) dient als Ma~ fur die Inhibition
der oxidativen Modifizierung der LDL.
4.10.2.12 125J _LDL Degradationsstudien
J774-Zellen werden nach 4.10.2.4 in Multischalen mit 24 Ver-
tiefungen (24er MS) 20 h in 1 ml DMEM/I0 % FKS/l % L-Gluta-
min/l % Natriumpyruvat kultiviert. Nach Ersatz des Mediums
durch DMEMI 0,1 % BSA wird weitere 24 h bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert.
Auf die so vorbereiteten Makrophagen wird der mittels DMEM-
Zusatz auf eine LDL-Konzentration von 10 ~g/ml eingestellte
Kulturuberstand von LDL-Modifizierungen (s. 4.10.2.11.1)
gegeben, wobei der Proteinanteil der fur die Modifizierung
eingesetzten LDL radiojodiert ist (s. 4.10.2.8). Zur Korrek-
tur der durch die Plastikoberflache bewirkte LDL-Degradierung
wird ein Parallelansatz ohne Zellen durchgefuhrt. Nach 5 h
wird das Medium abgenommen, die Zellen werden in 0,5 ml
0,5 mol/l NaOH gelost und 100 ~l fur eine Proteinbestimmung
nach Lowry eingesetzt. In einem Eppendorf-Reaktionsgefap
werden 200 ~l Medium mit 200 ~l PBS/O,2 % BSA und 100 ~l
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60 %iger Trich1oressigs~ure (Merck, Nr. 807) versetzt und
10 min bei Raurntemperatur inkubiert. Nach 10minlitiger Zentri-
fugation (Beckman, Microfuge 12) wird mit 100 ~1 0,6 %iger
Si1bernitrat1osung versetzt und 72 h (I) bei 4 DC inkubiert.
Nach 10minlitiger Zentrifugation (Beckman, Microfuge 12) wird
aus 300 ~l tlberstand die Radioaktivit~t in einem Garnrnaz~hler
(LKB Rackgarnrna II, Modell 1270) quantifiziert. Die durch
J774-Zel1en degradierten 12SJ_LDL werden durch Subtraktion
der Radioaktivit~tsdatender Ans~tze ohne Ze11en von denje-
nigen mit J774-Ze11en errnitte1t. Nach Urnrechnung der Radio-
aktivit~t in die Masse degradierter LDL wird dieser Parameter
auf das jeweilige J774-Zellprotein re1ativiert.
4.10.2.13 Hakrophagenbeladung mit Aorten-Lipid-Protein-
Komplexen
4.10.2.13.1 Praparation eines 14C-Oleat/BSA-Komplexes:
In 3 ml auf 60 DC temperierter 0,9 %iger NaC1-Losung werden
38,7 mg Natriurnoleat (Sigma, Nr. 07501) gelost und nach
Abklihlung auf 40 DC mit einer eiska1ten Losung von 1,2 9 BSA
in 5 ml 0,9 %iger NaCI, pH 7,4, tropfenweise (I) versetzt.
Die Losung wird sterilfiltriert und im Klih1raurn bis zu drei
Monaten gelagert.
FUr Zellexperimente wird jewei1s frisch der 14C-01eat/BSA-
Komplex wie folgt angesetzt:
Pro Mu1tischalen-Einheit werden 5 ~l 14C-51s~ure (DuPont,
Nr. NEC317, 50 ~Ci/500 ~l Ethanol) eingesetzt. Der Ethanol
wird im Sovirell mit Stickstoff abgeb1asen, die verbleibende
14C-5Is~ure in 16 ~l (pro MS-Einheit) Alburnin-Natriurno1eat-
Komplex aUfgenornrnen und 30 min bei Raurntemperatur geschlit-
telt. Der so praparierte 14C-Oleat/BSA-Komp1ex wird maximal
ein Tag bei 4 DC ge1agert.
4.10.2.13.2 Extraktion von Lipid-protein-Komplexen eus Aorten
Wei~e Neusee1~nder Kaninchen (2,0 - 2,5 kg) werden 3 Wochen
mit einer Cholesterin-ha1tigen Di~t (1 %ig) geflittert (Tages-
Futterverbrauch ca. 200 g); die P1asmacho1esterinwerte stei-
gen im Verlauf dieser Flitterungsphase auf ca.1000-1500 mg/dl.
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Wahrend der anschliessenden sechswochigen Futterung mit
Kaninchen-Normalfutter sinken die Plasma-Cholesterinkon-
zentrationen in den Normalbereich (50 - 70 mg/dl). Nach der
nun folgenden dreiwochigen Behandlung mit 10 mg/kg bzw.
30 mg/kg Probucol (p.o.) wird den Tieren die Aorta entnommen,
welche - nach Entfernung von adiposem Gewebe und Reinigung in
eiskaltem PBS-Puffer - unter flussigem Stickstoff zermorsert
und lyophilisiert wird. 50 mg des Aortenpulvers werden 30 min
mit folgendem Puffer (4°C kalt, 0,5 ml) bei Raumtemperatur
geschuttelt (in Eppendorf-Reaktionsgefa~en)
0,05 mol/l Na2HP04
0,005 mol/l EDTA (Titriplex III)
0,15 mol/l NaCl, pH=7,4 (mit 2 mol/l HCl einstellen).
Die Proben werden 3 min bei 12.000 Upm (Microfuge 12) zentri-
fugiert. Der Uberstand wird im Kuhlraum gelagert, das ver-
bleibende Pellet insgesamt weitere dreimal mit 0,5 ml obigen
Puffers bei 4 °C extrahiert. Die jeweiligen Uberstande werden
vereinigt und durch eine Ultrazentrifugation (Beckman TLI00,
100.000 Upm, 15 min, TLI00.2-Rotor, Quickseal-Rohrchen) von
Schwebstoffen getrennt. Die Extrakte werden sterilfiltriert
(Einmalfilterhalter, Sartorius, Nr. 16534K) und 50 ~l fur
eine Proteinbestimmung nach Lowry eingesetzt.
4.10.2.13.3 Makrophagenbeladung mi 1= Aorten-Lipid-Pr01=ein-
Komplexen
J774 werden in 6er Multischalen (6er MS, NUNC, Nr. 150229)
subkonfluent in 2 ml (pro MS-Einheit) DMEM/I0 % FKS/l %
Glutamin (vlv), 1 % Natriumpyruvat (vlv) kultiviert. Nach 6 h
wird das Kulturmedium gegen gleiches Medium, jedoch ohne FKS-
Zusatz, gewechselt. Zum Entfernen von FKS-Reste werden die
Zellen dabei mit PBS-Puffer gewaschen.
Nach einer 24stundigen Inkubation bei 37°C im Brutschrank
werden die Makrophagen mit 2 ml obigen Mediums unter Zusatz
von 100 ~g/ml Protein/Lipid-Komplexen 24 h im Brutschrank
inkubiert, wobei fur die letzten 4 h der Inkubation 16 ~l
14C-Oleat/BSA-Komplex (s. 4.10.2.13.1) zugesetzt werden. Pro
Extrakt werden dabei drei MS-Einheiten eingesetzt; Inkuba-
tionen ohne LDL, mit acetyliertem LDL bzw. nativem LDL
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(jeweils 100 ~g/ml) werden ebenfalls als Dreifachinkubation
angesetzt.
Zur Aufarbeitung werden die Multischalen dreimal vorsichtig
mit 2 ml PBS-Puffer gewaschen, die Zellen nach Zugabe von
500 ~l PBS mittels Gummiwischer abgeschabt und in Sovirell-
Reagenzglaser gegeben. Nach 10minlitiger Zentrifugation bei
2.000 Upm (Labofuge 6000, Heraeus) und Absaugen des Uberstan-
des, wird das Zellpellet in 500 ~l PBS-Puffer aufgenommen und
zweimal 15 sec bei 30-40 W ultrabeschallt. 100 ~l des Zell-
homogenates dienen der Proteinbestimmung nach Lowry, 300 ~l
werden sofort in mit Chromschwefelsaure gesplilte Sovirell-
Reagenzglaser liberfuhrt und nach Zugabe von ca. 100.000 dpm
3H-Cholesterinester (DuPont, Nr. NET746), 30 ~l Cholesterin-
formiat (0,4 mg/ml in. Chloroform) und 1 ml bidest. Wasser
zweimal mit 3 ml Chloroform:Methanol = 2:1 (Merck,
Lichrosolv) extrahiert.
Die HPTLC-Bestimmung wird nach 4.10.2.10 durchgefuhrt.
Die Einbaurate von 14C-Olsaure in Cholesterinester wird wie
folgt bestimmt:
Nach der HPTLC-Bestimmung wird die Restlosungsmittelmenge
abgeblasen, der Ruckstand erneut in 30 ~l aufgenommen, auf
Kieselgelplatten (Whatman LK5D) aufgetragen und mit n-Hexan/
Diethylether/Eisessig = 85/15/1 (200 ml) 45 min entwickelt.
Nach Lufttrocknung der Platten werden diese mittels ~-Kamera
(Fa. Berthold) photographiert, die radioaktiven Stellen mar-
kiert und die Cholesterinesterbereiche ausgekratzt. Die Ein-
baurate von 14C-Olsaure in CE wird nach Zugabe von 4 ml Szin-
tillator (Packard, Instagel II) im Szintillationszahler
(3H/14C-Dual-Me~programm,LKB 1219-Zahler) bestimmt und auf
das jeweilige Zellprotein bezogen.
4.10.3 Ergebnisse und Diskussion
Ein erstes Ziel der Untersuchungen im Projektzeitraum war,
die Anwendbarkeit der Bestimmung der Endothelzell-vermittel-
ten oxidativen Modifizierung von LDL mittels des Thiobarbi-
tursaureassays, der den Gehalt an Malondialdehyd-ahnlichen
Verbindungen in modifizierten LDL zu bestimmen erlaubt, fur
Rohextrakte aus unserer Pflanzenzellkultur (PZK) zu vali-
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dieren. Tabelle 4.19 zeigt eine Auswahl der mit PZK-Extrakten
gewonnenen Daten, welche verdeutlicht, da~ ein gro~er Teil
dieser heterogenen Fraktionen keinen oder einen nur minimalen
inhibierenden Effekt « 50 %) auf die LDL-Modifizierung
auslibt.
Auf diese Weise kennen aus einer Vielzahl von Rohextrakten
einige wenige verfolgenswerte selektiert werden, wobei nach
Auftrennung und Isolation der wirksamen Komponente(n) eine
In-vitro-prlifung erfolgen kennte, die die Untersuchung der
Aufnahme der weniger modifizierten LDL-Partikel durch
Makrophagen als Ziel hat.
Dieses Modell wurde in der Folgezeit intensiv untersucht.
Abbildung 4.67 zeigt die konzentrationsabhangige inhibitori-
sche Potenz von NAT 02-123 bei der oxidativen LDL-Modifizie-
rung anhand der verminderten Entstehung von Thiobarbitur-
saure-reaktivem Material.
Diese modifizierten LDL wurden nach Rlickg~winnung aus dem
Kulturmedium mittels U1trazentrifugation mit einer Makropha-
gen-Zellinie (J774) inkubiert, wobei es zu den in Abb. 4.68
dargestellten Veranderungen im Lipidgehalt der Zellen kam,
die im folgenden diskutiert werden sollen:
Anhand des mittels der HPTLC-Methode bestimmten Gesamtchole-
sterins kann gezeigt werden, da~ Endothelzell-alterierte LDL
zu einer ahnlich gro~en Lipidakkumulation in Makrophagen flih-
ren wie die durch Acetylierung modifizierten LDL. Dieses
Ergebnis ist aufgrund der gre~enordnungsma~igahnlichen Erhe-
hung der elektrophoretischen Mobilitat beider Fraktionen
nicht liberraschend. NAT 02-123 flihrt bei kleinen Konzentra-
tionen, wie erwartet, zu einer Verminderung des Cholesterin-
gehaltes der Makrophagen (versus Kontrolle mit Zellen),
bewirkt jedoch bei 10 ~mol/l bzw. 32 ~mol/l eine erhehte
Aufnahme der modifizierten LDL und eine verstarkte zellulare
Lipidakkumulation. Vergleicht man TBA-Werte und Lipidgehalt
der J774-Zellen unter Substanzeinflu~ (Abb. 4.67 und
Abb. 4.68), so wird ein inverser Zusammenhang deutlich, der
durch eine kovalente Bindung der Substanz an z.B. freie SH-
Gruppen des Apoproteinanteils (apoB) der LDL erklart werden
kann.
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Tab. 4.19: LDL-Modifizierung durch Kaninchenaortenzellen.
Die Zellen wurden bei 37°C fur 24 h in serumfreiem
FlO-Medium, welches 1 % NEAA, FeS04 {a = 1 umol t L)
und CuS04 (c = 1 Ilmolll) enthielt, vorinkubiert.Nach Zusatz von frischem Medium, welches zusatzlich
200 /lmolll LDL und die angegebenen Substanzen
enthielt, wurde weitere 24 h inkubiert.
Die Zellen wurden in 0,5 molll NaOH solubilisiert;
ein 100-/ll-Aliquot diente der Proteinbestimmung nach
Lowry et e I , (1951). Aus den zuvor abgenommenen
Medien wurde das Thiobarbitursaure-reaktive Material
nach der Methode von Steinbrecher et al. (1984)
bestimmt.
Substanz Konzentration % versus
[lJJIlo1/1l Kontrolle
NAT 20-60611102 10,0 - 52,9
NAT 20-60611103 10,0 - 43,2
NAT 20-60311102 10,0 - 42,4
NAT 20-60311103 10,0 + 20,6
NAT 20-52911103 10,0 8,5
NAT 20-528111q'Z 10,0 - 15,7
NAT 20-52811103 10,0 4,0
NAT 20-66011102 10,0 - 71,3
NAT 20-66011103 10,0 - 20,6
NAT 20-64211102 10,0 - 40,6
NAT 20-64211103 10,0 5,2
NAT 20-64111102 10,0 - 44,8
NAT 20-64111103 10,0 + 13,5
NAT 18-15711102 10,0 - 74,6
NAT 18-15711103 10,0 - 14,8
NAT 20-75111102 10,0 5,9
NAT 20-75111103 10,0 + 11,7
NAT 18-04811102 10,0 0,4
NAT 18-04811103 10,0 + 3,7
NAT 18-32811102 10,0 + 11,0
NAT 18-17611102 10,0 - 64,1
NAT 18-17611103 10,0 3,4
NAT 18-45211102 10,0
- 26,9
NAT 18-19511102 10,0 - 15,7
NAT 18-19511103 10,0 + 22,3
NAT 18-08811102 10,0 + 5,3
NAT 18-08811103 10,0
- 33,4
NAT 18-35811102 10,0 + 4,5
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Abb. 4.67: Einflup von NAT 02-123 auf die oxidative LDL-
Modifizierung durch Kaninchenaortenzellen.
Die Zellen wurden bei 37 °C fur 24 h in serumfreiem
FlO-Medium, welches 1 % NEAA und CUS04 (c=1 umoLt 1)
enthie1t, vorinkubiert. Nach Zusatz von frischem
Medium, welches zusa.tz1ich 200 ~mo111 LDL und
NAT 02-123 in den angegebenen Konzentrationen
enthie1t, wurde weitere 24 h inkubiert.
Die Ze11en wurden in 0,5 mo111 NaOH solubi1isiert;
ein 100-~1-A1iquot diente der Proteinbestimmung nach
Lowry et a1. (1951). Aus den zuvor abgenommenen
Medien wurde das Thiobarbitursa.ure-reaktive Material
nach der Methode von Steinbrecher et a1. (1984)
bestimmt.
ZP = Zellprotein
- 487 -
500
400
Ci:'
N
'"5
E 300
S
ohM'
Ull
3.2 10 32
~I/I)
NAT 02-123Zellen
Ken Kon
+
100
z
~o 200
i
o
Abb. 4.68: Internalisation von durch Kaninchenaortenzellen
modifizierten LDL (in Abwesenheit bzw. Anwesenheit
von NAT 04-123) durch die Makrophagen-ahnliche
Zellinie J774.
Die LDL-Modifizierung wurde, wie in der Legende zur
Abb, 4.67 beschrieben, durchgefiihrt.
Nach der Inkubation wurden die modifizierten LDL
mittels Ultrazentrifugation (Modell TL 100, Beckman
Instruments) reisoliert. Fiir die Degradationsexperi-
mente wurden J774-Monolayer mit DMEM/ 0,1 % BSA fiir
16 h bei 37 0 C in einem CO2-begasten Brutschrankinkubiert. Nach Zusatz von frischem Medium, welches
100 Ilg/ml des: reisolierten LDL enthielt, wuxde fiir
weitere 18 h inkubiert. Kontrollinkubationen wurden
mit 100 Ilg/ml acetylierten LDL durchgefiihrt.
Die Zellen wurden anschliessend abgekratzt, mit PBS-
Puffer, pH 7,4, gewaschen und mittels Ultrabeschal-
lung homogenisiert. Protein wurde nach der Methode
von Lowry et al. (1951) bestimmt. Cholesterin wurde
mittels HPTLC nach der Methode von Halpaap (1978)
bestimmt.
Angegeben sind Mittelwerte aus drei Bestimmungen.
ZP = Zellprotein
Verifiziert werden konnten diese Ergebnisse durch Degradati-
onsuntersuchungen von modifizierten LDL im Makrophagensystem.
Als Parameter dient der Mediumgehalt an durch Aufnahme und
Abbau der LDL in J774-Zellen entstandenen Bruchstucken des
apoB, welcher bei Inkubation mit modifizierten LDL deutlich
erhoht ist. Abb. 4.69A zeigt die inhibitorische Potenz bezug-
lich der LDL-Modifizierung durch eine strukturverwandte Ver-
bindung des NAT 02-123, das Ebselen. Die Bestimmung der
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Degradationsrate (Abb. 4.69B) macht deutlich, da~ mit zuneh-
mender Ebselen-Konzentration zwar die oxidative Modifizierung
der Lipoproteine (TBA-Assay) vermindert, die Aufnahrne in
J774-Zellen und der Abbau jedoch gesteigert werden.
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Abb. 4.69: (A) Oxida'tive LDL-Modifizierung (in Anwesenhei't
bew, Abwesenheit von Ebselen) durch Kaninchen-
aortenzellen.
Die Inkubationen wurden, wie in des: Legende zu
Abb. 4.67 beschrieben, mit des: Auenahme duxabqo-
fuhrt, da~ 125J - mar k i er t e LDL (mit nicht-markierten
LDL auf eine spez. Akt. von ca. 10 cpm/ng einge-
ste11t) eingesetzt wurden.
(B) Degradation der oxidativ modifizierten LDL duxcb
J774-Zellen.
J774-Zellen wurden in DMEN/O,l % BSA fur 20 h bei
37 DC in einem CO2-begasten Brutschrank inkubiert.Die zuvor duxch Aortenze11en modifizierten 125J _LDL
wurden 5 h mit den J774-Ze11en inkubiert. Die Menge
an jodidfreien, Trich1oressigsdure-loslichen Degra-
dationsprodukten wurde anschliessend aus den Medien
nach Henriksen et a1. (1981) bestimmt.
ZP = Ze11protein
Untersuchungen mit Substanzen anderer Strukturklassen zeig-
ten, da~ die beschriebene Diskrepanz zwischen der Inhibition
der oxidativen Modifizierung von LDL einerseits und der
Degradation der mit Substanz "behandelten" LDL anderseits
haufig auftritt. Da sich der zuletzt genannte In-vitro-Test
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zusatzlich als schlecht reproduzierbar erwies, wurde dieser
methodische Approach nicht weiter verfolgt.
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Tab. 4.20: Einf1u13 von Referenz- und Priifsubstanzen auf die
oxidative LDL-Modifizierung durch Kaninchenaorten-
ze11en und Enzymaktivitaten des Arachidonsaure-
Metabo1ismus.
Die Ze1len wurden bei 37°C fur 24 h in serumfreiem
FlO-Medium, welches 1 % NEAA, FeS04 (o = 1 umol t L}
und CUS04 (c = 1 Ilmol/l) enthie1t, vorinkubiert.Nach Zusatz von frischem Medium, welches zusatz1ich
200 Ilmo1/l LDL und die angegebenen Substanzen
enthiel t, wurde wei tere 24 h inkubiert.
Die Zellen wurden in 0,5 mol/l NaOH solubi1isiert;
ein 100-lll-A1iquot diente der Proteinbestimmung nach
Lowry et eL, (1951). Aus den zuvor abgenommenen
Medien wurde das Thiobarbitursaure-reaktive Material
nach der Methode von Steinbrecher et al. (1984)
bestimmt.
Der Einflu{3 von 100 Ilmol/l der angegebenen Substan-
zen auf Enzyme des Arachidonsauremetabolismus wurde
nach Standardmethoden, wie sie in Kapitel 2.12-2.15
beschrieben sind, bestimmt.
Abkurzungen:
5-LO: 5-Lipoxygenase
12-LO: 12-Lipo~genase
CO: Cyclooxygenase
TXS: Thromboxansynthetase
TBARS: Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen
Substanz % Inhibition
5-LO 12-LO CO TXS TBARS
NAT 04-533 42,7 + 203,8 83,8 93,3 18,2
NAT 06-209 n.b. + 224,5 85,8 - 100 25,1
Probucol 33,9 + 37,8 57,3 63 69,8
Ebselen - 100 - 100 - 100 - 100 92,7
a-Tocopherol 8,0 10,7 5,4 + 2,7 13,0
BHT 76,5 + 156,2 70,6 77,0 84,2
Indometacin n.b. + 311,1 - 100 - 100 + 13,7
NAT 02-678 89,8 + 20,6 23,5 37,2 + 9,1
NAT 01-606 - 100 - 100 - 100 - 100 82,8
NAT 04-501 - 40,1 + 25,4 + 28,6 + 22,9 + 14,1
NAT 04-477 n.b. + 371,1 93,1 - 100 20,7
NAT 06-025 - 100 77,6 25,9 - 100 82,8
NAT 02-677 + 10,7 - 100 + 22,4 43,5 89,0
NAT 02-755 12,8 + 52,1 43,5 53,7 0,5
NAT 04-159 8,1 25,3 11,9 9,7 4,7
NAT 06-103 + 6,7 + 92,7 59,7 81,3 79,0
NAT 06-032 + 3,5 + 11,3 + 3,7 8,0 + 6,0
NAT 06-099 2,9 + 56,5 67,2 82,2 66,0
Rosmarin- 0,9 + 29,2 + 12,4 + 26,3 68,0
s!l.ure
Kaffee- 17,0 25,4 + 21,2 + 59,7 75,0
s!l.ure
Elemon- + 21,5 + 170,7 34,9 21,3 + 17,2
s!l.ure
Podoverin A - 100 - 100 94,9 94,9 84,0
B 94,9 95,9 96,9 98,6 72,0
C - 100 94,7 - 100 - 100 73,0
NDGA 78,9 - 100 - 100 - 100 87,0Quercetin 90,5 - 100 97,8 - 100 72,0
n.b. = nicht bestillllllt
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Um Anhaltspunkte fur den Mechanismus der Inhibition der
Lipidperoxidation zu finden, wurden die im Thiobarbitursaure-
Assay erzielten Ergebnisse mit der Inhibitionswirkung der
Substanzen auf einige Enzyme des Arachidonsauremetabolismus
verglichen (Tab. 4.20; Abb. 4.70-4.73). Die Auswertung
zeigte, da~ nur zwischen Inhibition der 12-Lipoxygenase und
der Hemmung der Lipidperoxidation ein signifikanter
Zusammenhang besteht (r = 0,4948, P ~ 0,05, Abb. 4.71).
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Abb. 4.70: Korrelation der Effekte der Testsubstanzen auf die
Bildung Thiobarbitursaure-reaktiver Substanzen mit
denen auf die 5-Lipoxygenase in Schweineleukozyten.
Der Korrelationskoeffizient errechnete sich zu
r = 0,363.
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Abb. 4.71: Korrelation der Effekte der Testsubstanzen auf die
Bildung Thiobarbitursaure-reaktiver Substanzen mit
denen auf die 12-Lipoxygenase in Schweineleukozyten.
Der Korrelationskoeffizient errechnete sich zu
r = 0,4948 (n=28, p S 0,05).
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Abb. 4.72: Korrelation der Effekte der Testsubstanzen auf die
Bildung Thiobarbitursaure-reaktiver Substanzen mit
denen auf die Cyclooxygenase in humanen Thrombozy-
ten. Der Korrelationskoeffizient errechnete sich zu
s: = 0,2212.
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Abb. 4.73: Korrelation der Effekte der Testsubstanzen auf die
Bildung Thiobarbitursaure-reaktiver Substanzen mit
denen auf die Thromboxansynthetase. Der Korrela-
tionskoeffizient errechnete sich zu r = 0,1105.
Andere, nicht weiter aufgefuhrte Versuche zeigten, da~ zur
zellvermittelten Modifizierung neben den "Kofaktoren" Cu2+
bzw. Fe 2+ intakte Zellen notwendig sind. So konnte nach Zer-
sterung der Zellmembranen durch Ultrabeschallung (15' sec bei
30 W) oder Oenaturierung durch einstundige Inkubation bei
56°C keinen zellabhangigen LOL-Modifizierung mit dem Thio-
barbitursaureassay nachgewiesen werden.
Die oxidative Modifizierung von LOL, welche nach vierstun-
diger Vorinkubation von Humanplasma mit potenten Inhibitoren
aus diesem durch Ultrazentrifugation isoliert wurde, la~t den
Schlu~ zuzeigte, da~ die eingesetzten in etwa aquipotenten
Inhibitoren unterschiedlich starke Affinitaten zur LDL-Frak-
tion besitzen (Tab. 4.21). Wiederholte Experimente zeigten
jedoch, da~ das Ausma~ der Inhibition in Abhangigkeit ver-
schiedener Plasmaspender bzw. plasmalipidkonzentrationen
stark schwankte, so da~ eine tlberprufung durch Parallelunter-
suchungen mit einer Referenzsubstanz (z.B. Probucol) notwen-
dig ist. Da Substanzen mit selektiver Affinitat zu LDL fur
den verfolgten therapeutischen Approach wlinschenwert sind,
kennen diese Untersuchungen wichtige Informationen uber das
In-vivo-Verhalten der Wirkstoffe ohne Tierverbrauch liefern.
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Tab. 4.21: LDL-Modifizierung durch Kaninchenaortenzellen.
Humanes Citratplasma wurde mit den Prufsubstanzen
(10 Ilmol/l) fur 4 h bei 37 0 C inkubiert. Die LDL
wurden mittels Ultrazentrifugation nach der Methode
von Havel et eL, (1955) prtiperLert: und gegen PBS-
Puffer dialysiert. Die oxidative Modifizierung der
LDL wurde, wie in der Legende zur Tab. 4.20 be-
schrieben, durchgefuhrt. Der Grad der oxidativen
Modifizierung wurde in nmol Malondialdehyd-aquiva-
lenten Materials (TBARS) bestimmt. Angegeben sind
Mittelwerte aus drei Bestimmungen ± Standardabwei-
chung.
Substanz TBARS Ver!l.nderung
gegenUber
Kontrolle
[nmol]
Kontrolle 2,28 ± 0,70
RP 51013 0,64 ± 0,11
RP 64777 1,63 ± 0,60
RP 7465 2,47 ± 0,60
Probucol 0,58 ± 0,13
[%]
°
- 72
- 29
+ 8
- 75
Ein wesentliches Problem bei der Untersuchung der Inhibition
der oxidativen Modifizierung von LDL ist der fehlende In-
vivo-Parameter zur Verifizierung der in vitro gewonnenen
Ergebnisse. Bedingt durch die kurze Verweilzeit der effizient
metabolisierten modifizierten Lipoproteinkomplexe im Plasma
ist eine direkte Bestimmung z.B. der Lipidhydroperoxide
(Miyazawa, 1989) ein wenig aussagekraftiger Parameter, der
nur unvollstandig das tatsachliche Ausma~ der oxidativen
Destruktion im Plasma widerspiegelt. Gleiche Argumentation
gilt fur den Nachweis der plasmastandigen, modifizierten LDL
mittels Antikorpern gegen chemisch modifizierte LDL (Zawadzki
et al., 1989). Eine Moglichkeit der indirekten Quantifizie-
rung konnten die von der Arbeitsgruppe um Palinski (1989) in
Kaninchen und Mensch nachgewiesenen Autoantikorper gegen
in vivo modifizierte LDL darstellen, da hier unter pathologi-
schen Zustanden gleichbleibende Titer zu erwarten sind.
Im Tierexperiment bietet sich die Moglichkeit des direkten
Nachweises modifizierter LDL in atheromatosen Plaques an, wie
- 495 -
dies immunologisch durch Haberland et al. (1988) am WHHL-
Kaninchen demonstriert wurde. Die Extraktion der abgelagerten
modifizierten Lipoproteinkomplexe aus Aortenmaterial und die
anschliessende Beladung von Makrophagen mit diesen Komplexen
(Morton et al., 1986) liefert indirekte Aussagen zum Ausma~
der Modifizierung von LDL.
Letztere Experimente wurden bei uns durchgefuhrt. Kaninchen
wurden zur Bildung atheromatoser Plaques 3 Wochen mit Chole-
sterindiat behandelt. Nach sechswochiger Normalfutterung und
Absinken des Plasmacholesterins auf Normalwerte, wurden die
Tiere 3 Wochen mit einem literaturbekannten Hemmer der Lipid-
peroxidation, Probucol (Fa. Merrell Dow), behandelt. Die
anschliessend aus den Aorten extrahierten Lipid-Protein-Kom-
plexe wurden zur Beladung der Makrophagen-ahnlichen Zellinie
J774 eingesetzt, wobei die unter Cholesterinbelastung stimu-
lierte Veresterungsrate (ACAT-Aktivitat) als Me~parameter
diente. Abb. 4.74 zeigt, da~ die aus Kontrolltieren extra-
hierten Lipid-Protein-Komplexe die ACAT-Aktivitat deutlich
stimulieren, wenn auch nicht im selben Ausma~ wie chemisch
modifizierte LDL. Die aus Probucol-behandelten Tieren gewon-
nenen Extrakte zeigten hingegen im Vergleich zur Kontroll-
inkubation keine zusatzliche Veresterung von Cholesterin;
modifizierte Lipidfraktionen wurden in diesen Tieren offen-
sichtlich nicht in der Aortenwand abgelagert.
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Abb. 4.74: Stimulation der Cho1esterinesterbi1dung in J774-
Ze11en durch Lipoproteinkomp1exe aus Aorten.
Die Isolation der Lipoproteine aus Aortengewebe
erfo1gte neon Morton et: a1., 1986.
J774-Zellen wurden in DMEMI 0,1 % BSAI 1 % NEAA mit
100 ~glm1 (Protein nach Lo~, 1951) Aorten-Lipopro-
teinen bzw, acety1ierten LDL fur 24 h bei 37 °C in
einem COz-begasten Brutschrank inkubiert. Wahrend
der 1etzten 4 h dieser Inkubationsphase wurden
0,2 mmo1/1 14C-01eat (9,25 kBqlm1 Medium), gebunden
an BSA, zugesetzt. Zur Bestimmung der ACAT-Aktivitat
wurden die Ze11en abgeschabt und die Radioaktivitat
nach Ch1orofor.mIMethano1-Extraktion, dunnschicht-
chromatographischer Auftrennung der Cho1esterin-
esterfraktion und Auskratzen der entsprechenden
radioaktiven Kiese1ge1zonen im F1ilssigszinti11a-
tionszah1er quantifiziert.
Angegeben sind Mitte1werte aus drei Bestimmungen.
Wenn auch bisher nur die Referenzsubstanz Probucol in diesem
therapeutischen Approach mit letzter Konsequenz untersucht
wurde, zeigen die prasentierten Ergebnisse doch, dap mit
Hilfe der In-vitro-LDL-Modifizierung eine Substanzauswahl
ohne Tierverbrauch getroffen werden kann und dap - vor allem
unter Hinzuziehung der unter Kapitel 4.11 vorgestellten
Modelle - nur mechanistisch untersuchte Wirkstrukturen zur
entgtiltig notwendigen Untersuchung im Tier eingesetzt werden.
Eine Einsparung des Tierverbrauchs von tiber 90 % ist aufgrund
der vorliegenden Screeningerfahrung mit diesem Approach
realistischl
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4.11 He:mmrmg der oxida1:iven Modifizierrmg von Membranphos-
pholipiden
4.11.1 Prinzip des Tes1:verfahrens rmd Aussagemoglichkei 1:
Um die Wirkung von Substanzen auf die Phospholipid-Oxidation
in Zellmembranen zu messen, werden Schweinegranulozyten in
Gegenwart der Testsubstanzen inkubiert, die Zellen werden
aufgeschlossen und die Zellmembranen isoliert und extensiv
gewaschen. Nach Oxidation mit Linolsaure-Hydroperoxid werden
die Phospholipid-Hydroperoxide aus den Membranfragmenten
extrahiert und mit Hilfe der Hochdruckflussigkeitschroma-
tographie in Verbindung mit einer fur Hydroperoxide selekti-
ven Nachweismethode analysiert.
Substanzen, die die Oxidation von Membran-Phospholipiden ver-
hindern, konnen die Cytotoxizitat oxidierter LDL auf die
Endothelzellen verhindern und damit potentiell antiatherogen
wirksam sein. Voraussetzung fur die Wirksamkeit ist nicht nur
eine potentiell antioxidative bzw. membranstabilisierende
Wirkung der Testsubstanzen, sondern auch eine ausreichend
hohe Affinitat zu den Membran-Phospholipiden.
4. 11. 2 Ma terial rmd Me1:hoden
4.11.2.1 Reagenzien
Linolsaure (99 % rein), Sojabohnenlipoxygenase, ~-(Pyren-1­
yl)hexanoyl-~-palmitoyl-phosphatidylcholin(interner Stan-
dard) und ~-Tocopherol-succinatsind von Sigma (Munchen).
AIle weiteren benutzten Chemikalien haben p.a.-Qualitaten.
Die Substanzen werden in Ethanol (Stammlosung 1 romol/l) und
bei einer Endkonzentration von 10 ~ol/l gepruft.
Als Referenzsubstanz wird Probucol eingesetzt.
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4.11.2.2 Puffer und LOsungen
1. NaCI-Losung (0.95 % w/w) mit 3.8 % (w/w) Na-Citrat und
Liquemin (50.000 Units/I, Hoffmann-LaRoche, Grenzach-
Wyhlen)
2. NaCI-Losung (0,95 %, w/w) mit 6 % (w/w) Dextran T-500
(Pharmacia, Freiburg)
3. HBSS-Puffer (Tris/HCI, 14,5 romol/l, pH 7,6; 0,1 % wasser-
freie D-Glucose, w/w, 5 ~mol/l CaCl z, 98 ~mol/l MgClz'
0,54 romol/l KCI, 0,14 mol/l NaCI) mit 0,38 % (w/w) Na-
Citrat
4. Tris/HCI-Puffer (17 romol/l, pH 7,2) mit 0,17 % (w/w) NH4CI
5. Phosphat-Puffer (10 romol/l, pH 7,4) mit 0,95 % (w/w) NaCI
6. Mikroperoxidase (25 mg) und Isoluminol (177,2 mg) werden
in 300 ml Boratpuffer (0,1 mol/l, pH 10,0) gelost und mit
aqua dest. auf 1 I aufgeflillt.
7. Linolsaurehydroperoxid-Losung: Auf 12 x 2,5 ml Tris/HCI-
Puffer (1 mol/I, pH 8,0) werden jeweils 100 ~l Lipoxyge-
naselosung (1 mg/ml Tris/HCI-Puffer) und 100 ~l Linol-
saurelosung (5 mg/ml Tris/HC1-puffer) gegeben und 15 min
bei 37 °c inkubiert. Die Inkubation wird mit jeweils
500 ~l Ameisensaure (1 %) gestoppt; es wird mit 5 ml
Chloroform/Methanol (1:1, v/v) extrahiert, die gepoolten
organischen Phasen werden am Rotationsverdampfer
eingedampft und in 200 ~l Ethanol gelost.
4.11.2.3 Isolierung der Schweinegranulozyten
Das Schweineblut zur Isolierung der Granulozyten wird frisch
geschlachteten Hausschweinen auf dem Schlachthof entnoromen.
Das Blut (1,8 1) wird in einem 2-1-Kunststoffgefa~aufgefan-
gen und mit 200 ml Losung 1 vermischt. Zur nachfolgenden
Sedimentation der Erythrozyten wird das Blut (2 1) innerhalb
1 h in einem Kunststoff-Me~zylinderzu 400 ml Losung 2 .gege-
ben. Die Sedimentation und alle weiteren Schritte der Zell-
isolierung erfolgen bei Raumtemperatur. Nach 1 h Sedimentati-
onsdauer wird der tlberstand vorsichtig von den sedimentierten
Erythrozyten getrennt und 10 min bei 500 x 9 zentrifugiert.
Nach der ersten Zentrifugation befindet sich der gro~te Teil
der Thrombozyten im tlberstand. Das Sediment enthalt Granulo-
zyten, wenige Monozyten und die restlichen Erythrozyten. Der
tlberstand wird verworfen, das Pellet vorsichtig in Losung 3
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suspendiert und erneut zentrifugiert. Danach erfolgt die
Lysis der restlichen Erythrozyten durch osmotischen Schock in
200 ml Losung 4 (Inkubationsdauer: 5 min). Nach einer erneu-
ten zentrifugation werden die Zellen in Losung 2 suspendiert,
zentrifugiert und noch zweimal mit Losung 5 gewaschen. Der
Zelltiter wird mit Hilfe eines Coulter Counter (Coulter Elec-
tronics Ltd., Harpenden Herts, England) bestimmt und mit
Losung 5 auf 1 x 108 Zellen/ml eingestellt. Mit Hilfe der
Trypanblau-Vitalfarbung (1,8 ml Trypanblau-Losung, Boehrin-
ger, Mannheim, + 3,0 ml Losung 6 + 0,2 ml Zellsuspension)
wird die Vitalitat der Zellen liberprlift (Thoma-Zahlkammer,
Brand, Wertheim). Der prozentuale Anteil vitaler Zellen
sollte gro~er als 95 % sein. Die Granulozyten-Suspension wird
unter leichtem Rlihren (Magnetrlihrer) bei 4 °C maximal 14 h
bis zur Inkubation aufbewahrt.
4.11.2.4 Inkubarion der Zellen mir der Prilfsubsranz
Die Inkubation der Schweinegranulozyten (50 ml Zellsuspen-
sion) mit der Testsubstanz findet bei Raumtemperatur in einem
Kunststoffbecherglas unter leichtem Rlihren statt. Die Test-
substanz (in 100 ~l Ethanol, Endkonzentration 10 ~mol/l) wird
1 h mit den Granulozyten inkubiert. Danach werden 100 ~l ~­
Tocopherol-Succinatlosung (gelost in Ethanol, Endkonzentra-
tion 300 ~mol/l) dazugegeben und eine weitere Stunde inku-
biert. Dies flihrt zu einer reproduzierbaren Sattigung der
Membranen mit ~-Tocopherol. Nach Ende der Inkubation werden
die Zellen abzentrifugiert (6.000 x g, 10 min) und in 20 ml
1:7 mit aqua dest. verdlinnter Losung 2 suspendiert.
4.11.2.5 Isolation und Inkubation der Membranen mit
Linolsaure-Hydroperoxidlosung
Die Zellen werden ultrabeschallt (2 x 1 min, 30 W) und die
Zellmembranfragmente bei 52.000 x g (10 min) abzentrifugiert.
Nach zweimaligem Waschen mit Losung 2 werden die Membranen in
6 ml Losung 2 suspendiert. Jeweils 2 ml davon werden 1 h mit
20 ~l Linolsaure-Hydroperoxidlosung (siehe 4.11.2.2.)
inkubiert.
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4.11.2.6 Extraktion und HPLC-Analyse
Die lnkubationen werden durch Zugabe von 5 ml Ethylacetat und
5 ml Chloroform/Methanol (2:1) gestoppt. Zur quantitativen
Analyse der Phospholipid-Hydroperoxide werden den lnkubati-
onslosungen 15 ~l der internen Standardlosung zugesetzt
(Standardlosung = 1 mg ~-(pyren-1-yl)Hexanoyl-~-Palmitoyl­
Phosphatidylcholin/ml Methanol). Die organische Phase wird
entnoromen und am Rotationsverdampfer eingedampft. Der Rtick-
stand wird in 200 ~l Methanol gelost und auf eine C18-Bond-
Elut-Saule (lCT, Frankfurt) gegeben. Die Linolsaurehydroper-
oxidfraktion wird mit 10 ml Methanol/Wasser (75 : 25, v/v)
von der Phospholipidfraktion getrennt; die Phospholipide wer-
den mit 10 ml Methanol eluiert, am Rotationsverdampfer einge-
dampft, im Laufmittel (100 ~l) gelost und direkt in das HPLC-
System injiziert.
HPLC-Analyse:
Saule:
Laufmittel:
Flu~rate:
Novapak, C18
125 rom x 4 rom (Waters, Eschborn)
isokratisch
Methanol/Wasser/Triethylamin
(965 : 35 : 1, v/v)
das Laufmittel wird mit Essigsaure auf pH 7,0
eingestellt
1 ml/min
Detektionswellenlange: 340 nm
Chemilumineszenzdetektor: Kratos, FS 970 (Weiterstadt)
Nach der Trennung im HPLC und Durchflu~ durch den UV-Detektor
wird dem Laufmittel tiber ein T-Sttick eine lsoluminol-Mikro-
peroxidase-Losung (siehe 4.11.2.2.) zugesetzt (2,4 ml/min)
und die durch die Reaktion dieser Losung mit den Phospho-
lipid-Hydroperoxiden entstehende Chemilumineszenz im Chemilu-
mineszenz-Detektor analysiert.
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4.11.2. 7 Auswertung
Die Substanzwirkung wird in % Hemmung oder % Aktivierung
gegentiber einer Kontrollinkubation ohne Prtifsubstanz ausge-
drtickt. Der Wert la~t sich mit Hilfe des Flachenintegrals
unter den Chemilurnineszenz-Peaks unter Berticksichtigung der
Flache des internen Standards (UV-Peak bei 340 nm) berechnen.
4.11.3 Ergebnisse und DisJrussion
Wie aus Abbildung 4.75, einem Flu~diagramm dieser Methode,
sichtbar wird, werden die Membranen nach Inkubation mit den
Prtifsubstanzen extensiv gewaschen, so da~ in diesem Testmo-
dell nur solche Substanzen wirken kennen, die sich wahrend
der Inkubation mit den intakten Zellen in die Zellmembran
integrieren lassen und wahrend der nachfolgenden Wasch-
schritte nicht aus den Membranen ausgewaschen werden. Abbil-
dung 4.76 zeigt ein typisches Screeningergebnis, welches mit
BW 755C erhalten wurde. BW 755C erwies sich in diesem Test-
modell als wirksam.
Tabelle 4.22 zeigt die ICso-Werte von Probucol und e~n~ger
anderer Referenzsubstanzen. Bei Probucol handelt es sich urn
einen auf den Markt befindlichen Lipidsenker, dessen
antiatherosklerotische Eigenschaften meglicherweise auf der
Hemmung der oxidativen Modifizierung von LDL beruhen. Die
Prtifung im Modell "Hemmung der oxidativen Modifizierung von
Membranphospholipiden" ergab, da~ Probucol eine gute Affini-
tat zu den Membranphospholipiden aufweist und - meglicherwei-
se tiber eine Membranstabilisierung - die Oxidation mittels
Linolsaure-Hydroperoxid verhindert.
Wir nehmen an, da~ Substanzen, die den Phospholipidanteil der
Lipoproteine wirksam vor oxidativer Modifizierung schtitzen
kennen, auch die Oxidation von Phospholipiden in den Zellmem-
branen inhibieren solIten. Dieses Testmodell, welches Aussa-
gen tiber die Hemmwirkung einer Substanz auf den Proze~ der
Lipid-Peroxidation und tiber die Affinitat zu biologischen
Membranen zula~t, wurde daher als Folgemodell ftir Substanzen
entwickelt, welche sich in dem Testmodell lI ze l l ve rmi t t e l t e
oxidative Modifizierung von LDL" (Kap. 4.10) als besonders
aktiv herausgestellt hatten. Von den 950 Substanzen, welche
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dieses Testmodell durchlaufen hatten, wurden die 45 wirksam-
sten Substanzen aaf die Hemmung der Oxidation von Membran-
phospholipiden geprlift. Nur flinf Substanzen waren in diesem
Testmodell deutlich aktiver als Probucol und wurden damit flir
eine Evaluierung der In-vivo-Wirksamkeit als interessant
genug befunden. tiber 99 % der Substanzen brauchten also nicht
tierexperimentell untersucht werden I
Die Lipide werden aus den Membranen
extrahiert
Schweinegranulozyten werden in Gegen-
wart der Testsubstanz inkubiert I1h)
Die Hembran-Phospholipide werden mit
HiI Ie von Linolsaure-Hydroperox iden
oxidiert
Die Phospholipid-
Hydroperoxide werden
mit Hilie einer sa-
lektiven HPLC-Methode
analysiert
Hach dem Aulschlu8 der Zellen durch
Ultraschallbehandlung werden die Zell-
membranen mehrmals gewaschen
HPLC
B-·-rc;;;ilumineszenzMonitor detektorc----'
Abb. 4.75: Ablauf der Untersuchung der Substanzeffekte auf
die Oxidation der Membranphospholipide.
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Abb. 4.76: Inhibition der Oxidation von Membranphospholipiden
durch BW 755C.
Dargestellt ist das RP-HPLC-Chromatogramm dez: Phoe-
pholipide nach einstilndiger Inkubation von Schweine-
Leukoz~enmembranenmit Linolsaurehydroperoxid. Die
Zellen waren zuvor 2 h in Abwesenheit (Kontrolle)
bzw. in Anwesenheit von 10 lJ.11Iol/l BW 755C vorin-
kubiert worden (experimentelle Details in 4.11.2.4
bzw. 4.11.2.5). Alle Chemilumineszenzpeaks repra-
sentieren Phosphatidylcholinhydroperoxide mit unter-
schiedlicher Fettsaurebesetzung.
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Tab. 4.22: Inhibitorische Effekte verschiedener Referenzsub-
stanzen auf die Oxidation von Membranphospholipiden.
Substanz Inhibition
IC50-Wert [~ol/il
RP 64777 1,9
RP 63926 Probucol 16,6
RP 66151A Ethoxyquin 0,6
RP 8694 NDGA 2,7
RP 65874 13,2
RP 51013 BW755C 15,5
RP 7465 BHT 14,0
RP 7347 27,0
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5. ZELLULARE PARASlTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN ZUR AUFFINDUNG
VON WIRKSUBSTANZEN
5.1 DNA-Syn'these in Trichomonas vaginalis/
WachstUJ11skurve von T. vaginalis
5.1.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
Trichomonas-vaginalis-Parasiten aus 3 Tage alten Kulturen
werden unter geeigneten Bedingungen in Gegenwart von 3H- Thy-
midin inkubiert; die von Trichomonaden inkorporierte Radioak-
tivitat ist ein Ma~ fur die DNA-Synthese und damit fur die
Proliferation dieser Parasiten. In Gegenwart von potentiell
trichomonaziden Substanzen ist die Einbaurate von 3H- Thymi di n
vermindert. Die Wirkung einer Substanz wird in Prozent Ande-
rung der Inkorporationsrate gegenuber der Kontrolle ausge-
druckt.
Dieser Test erfa~t wegen der relativ kurzen Inkubationsdauer
in erster Linie die trichomonaziden Eigenschaften von Test-
substanzen. Trichomonas vaginalis ist ein relativ haufiger,
kosmopolitischer einzelliger Parasit, der vorwiegend die
weiblichen Genitalschleimhaute befallt und spezifische und
unspezifische Immunantworten hervorruft, deren Studium die
Entwicklung besser geeigneter Primarscreeningmodelle fur
antiparasitare Pharmaka ermeglichen soIl.
Drei Tage alte Trichomonaden werden 1 Woche in einem geeigne-
ten Kulturmedium inkubiert, wobei aIle 24 h die Vermehrungs-
rate der Parasiten mikroskopisch bestimmt wird. Nach Trypan-
blau-Farbung ist eine Differenzierung in lebende und abge-
storbene Protozoen meglich. In diesem Test kennen trichomona-
statische Wirkungen von Substanzen deutlich gemacht werden.
5.1.2 Material und Methoden
5.1.2.1 Parasit
Verwendet wird zum einen ein in Kultur bereits etablierter
T.-vaginalis-Stamm (Nr. 60 Teras, ubernommen am 04.08.1982
vom Institut fur Medizinische Parasitologie der Universitat
Bonn) und zum anderen ein frisch isolierter Trichomonas-
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Stamm. Beide Stamme unterscheiden sich in ihrem Wachstumver-
halten nur geringftigig.
5.1.2.2 Kult:ur- und Versuchsmedien
a) Diamond's Medium ohne Agar (Diamond, 1957):
2,0 g Trypticase-Pepton (Fa. BBL/Becton & Dickinson)
1,0 g Hefeextract (Fa. Sigma)
0,5 g Maltose (Fa. Sigma)
0,1 g L-Cysteinhydrochlorid (Fa. Sigma)
0,02 g Ascorbinsaure (Fa. Sigma)
90 ml Aqua dest.
10 ml Laromserum (Fa. Flow)
25.000 IU Penicillin (Fa. Flow)
25.000 ~g Streptomycin (Fa. Flow)
5.000 IU Mycostatin (Fa. Nunc)*
10 mg Gentamycin (Fa. Nunc)*
30 ~g Fungizone(R) Squibb (Fa. Flow)*
(* wird nur bei Kontamination hinzugeftigt)
b) RPMI-1640-Medium (Fa. Nunc) unter Zusatz von:
10 % foetalem Kalberserum (Fa. Flow)
100 IU Penicillin/ml (Fa. Flow)
100 ~g Streptomycin/ml (Fa. Flow)
2 romol Glutamin (Fa. Nunc)
5 x 10-5 mol/l 2-Mercaptoethanol (Fa. Merck)
5.1.2.3 Reagenzien
- [5,_3H]-Thymidin (spez. Aktivitat 5-10 Ci/romol;
Fa. Amersham)
- Trypanblau (Fa. Nunc)
5.1.2.4 Kult:ivierung und Konservierung der Parasit:en
Die Haltung der Parasiten erfolgt axenisch in Diamond's
Medium ohne Agar (Diamond, 1957). Inkubiert wird in feuchter
Atmosphare bei 37°C und 3 % CO2. Ein Uberimpfen der Kulturen
auf frisches Medium ist in Abstanden von 48-72 Stunden erfor-
derlich. Eine Konservierung des Parasitenmaterials ist mit 10
% DMSO bei Tiefktihlung (-70°C) tiber einen langeren zeitraum
(ca. 2 Jahre) moglich.
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5.1.2.5 VersuchsdurchfUhrung
Zur Bestimmung der DNA-Syntheserate wird der Einbau von
3H-Thymidin in die parasitare DNA quantifiziert. Hierzu wer-
den Parasiten aus 3 Tage alten Kulturen verwendet. Mittels
Trypanblau-Farbung (Versuchsmedium: 0,4 % Trypanblau = 1:4;
2 min) wird mikroskopisch der Prozentsatz lebender Trichomo-
naden bestimmt und auf eine Konzentration von 1 x 10 7 Parasi-
ten/20 ml eingestellt (Zahlkammer). Flir den erforderlichen
Wechsel des Diamond's Medium gegen das RPMI-1640-Medium mit
den unter b) angegebenen Zusatzen werden die Parasiten abzen-
trifugiert (Heraeus Minifuge GL, 3.000 Upm, 5 min). Die Tri-
chomonadensuspension wird in Gegenwart von 1 ~Ci/ml 3H- Thymi -
din und der jeweiligen Testsubstanz in den Konzentrationen
0,1 ~g/ml, 1 ~g/ml und 10 ~g/ml 24 h in Mikrotiterplatten (96
Vertiefungen, U-formiger Boden) in feuchter Atmosphare bei
37 DC und 3 % CO2 inkubiert. Nicht inkorporierte Radioaktivi-
tat wird in einem "cell harvester" (Fa. Titertek) ausgewa-
schen und die intrazellulare Radioaktivitat in einem Liquid
Szintillation Counter (LKB 1216 Rack Beta II) bestimmt. Die
Wirkung einer Prlifsubstanz wird in Prozent Anderung der
Inkorporationsrate gegenliber der Kontrolle ausgedrlickt.
Zur Bestimmung der Wachstumskurve werden 10 ml-Kulturrohrchen
mit Diamond's Medium und den zu prlifenden Substanzen in den
Konzentrationen 0,1 ~g/ml, 1 ~g/ml und 10 ~g/ml sowie mit ca.
4 x 105 Trichomonaden aus 3 Tage alten Kulturen beimpft und
bei 37 DC in feuchter Atmosphare und 3 % CO2 inkubiert. AIle
24 h, also nach 24, 48, 72 und 96 h wird die Vermehrungsrate
der Trichomonaden nach gutem Mischen der Kulturrohrchen
mikroskopisch bestimmt. Durch die Farbung mit Trypanblau ist
eine Differenzierung in lebende und bereits abgestorbenen
Protozoen moglich.
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5.1.3 Ergebnisse und Diskussion
5.1.3.1 Entwicklung des Modells
Mit 3H-Thymidin konnte eine reproduzierbare radioaktive Mar-
kierung der Trichomonaden erreicht werden. Als Referenzsub-
stanz wurde Metronidazol (5 ~m/ml) ausgewahlt. Metronidazol
hemmt dosisabhangig die DNA-Synthese (Tab. 5.1) und das
Wachstum der Trichomonaden (Abb. 5.1).
Untersuchungen mit weiteren Referenzsubstanzen zeigten, das
neben trichomonaziden Mitteln auch Antimykotika (z.B. Cane-
stenR) und Chloroquin als primares Antimalariamittel eine
gute Wirkung hatten, so da~ eine gewisse Indikatorfunktion
dieser Teste auch fUr andere Parasiten abgeleitet werden kann
(Tab. 5.2, Abb. 5.2).
Im Berichtszeitraum wurden 278 Substanzen in diesen Scree-
ning-Modellen geprUft; davon erwiesen sich 17 Verbindungen
als mittelstark bis sehr gut wirksam.
Tab. 5.1: Konzentrationsabhangige Inhibition der DNA-Synthese
in T. vaginalis durch Metronidazol
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung
(5. E.) der Anderung der Menge inkorporierten 3H- Thy -
midins in dpm (Zerf811e pro Minute).
Konzentration
1 ILg/ml
5 ILg/ml
10 ILg/ml
% VerlJ.nderung
VB. Kontrolle
+ 3,50
- 49,75
- 58,25
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S.E.
15,79
7,89
9,42
n
4
4
4
/ '- --------.
._.._.._.._.._.._ - __.._.._.. _.._.._..
I I
o 24
I
48
I
72
I
96
ZEIT [h]
Abb. 5.1: Wachstumskurve von T.vaqinalis in Kultur und Inhi-
bition durch Metronidazol; angegeben sind Mittel-
werte:(- .• - ••-) = Kontrolle (n=34)
( ) = Metronidazol 1 ~g/ml (n=38)
Tab. 5.2: Inhibition der DNA-Synthese in Trichomonas vaqina-
lis durch Referenzsubstanzen. Angegeben sind Mittel-
werte der Anderung der Menge inkorporierten 3H- Thy -
midins in dpm (Zerfiille pro Minute),
Substanz Konzentra- % Anderung
(Handelsname) t Lon (l1g/ml) vs.Kontrolle
Nimorazol 0.1 -10
(ActerolR) 1
- 8
10
-72
Tinidazol 0,1 +52
(SimplotanR) 1 +43
10 -71
Clotrimazol 0,1 +12
(CanestenR) 1 + 6
10 -32
Nifuratel 0,1 -26
(InimurR) 1 -24
10 -61
Natamycin 0,1 -2
(PimafucinR) 1 -14
10 -15
Chloroquin 0,1 -25
(ResochinR) 1
-36
10
-44
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Abb. 5.2: Wachstumskurven von T.vaginalis in Kultur und Inhi-
bition durch Referenzsubstanzen.
a) Clotrimazol (canesteRR);
b) Chloroquin (Resochin );
c) Natamycin (PimafucinR);
d) Nifuratel (InimurR~;
e) Nimarozol (Acterol ).
f) Tinidazol (Simplotan~);
(-.-.-.-) 0,1 ~g!ml
(-.. - .. -) 1 ~g!ml
( .•..•.. ) 10 ~g!ml
( ) Kontrolle
5.1.3.2 In-vitro-!In-vivo-Korrelation
Um eine Korrelation der in vitro erzielten Ergebnisse mit in
vivo erhobenen herstellen zu konnen, war zunachst damit be-
gonnen worden, mit Trichomonas vaginalis ein geeignetes In-
vivo-Modell zu etablieren; dabei wird durch subkutane oder
durch intraperitoneale Infektion der Maus mit diesen Parasi-
ten eine EntzUndungsreaktion hervorgerufen, die mit der vagi-
nalen Infektion im humanen Bereich zu vergleichen ist. Erste
Versuche hatten jedoch gezeigt, da~ die bei Nattermann gehal-
tenen Trichomonas-vaginalis-Stamme aufgrund der permanenten
Kultivierung ihre Virulenz fUr Mause verloren hatten. Daher
wurde an Stelle von Trichomonas vaginalis der tierpathogene
Trichomonas fetus ausgewahlt. Mit dem eingesetzten Stamm, der
1950 durch O. Wagner isoliert und 1984 von der Hoechst AG
Ubernommen wurde, konnte bei einer Infektionsdosis von
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1,9 x 107 Parasiten/Maus eine Mortalitat von 72 % (n 50)
innerhalb der ersten Woche p.i. erzielt werden.
Die Haltung der Parasiten
Nahrbouillon (Fa. Merck),
Pepton aus Fleisch
Pepton aus Casein
Hefeextrakt
Natriumchlorid
D(+)-Glucose
erfolgte axenisch in Standard-I-
die aus
7,8 gil
7,8 gil
2,8 gil
5,6 gil
1,0 gil
bestand und der 10 % inaktiviertes pferdeserum (Fa. Flow)
sowie 250.000 IU Penicillin (Fa. Flow) und 250 mg Streptomy-
cin (Fa. Flow) zugesetzt wurden. Inkubiert wurde in feuchter
Atmosphare bei 37 °c und 3 % CO2, wobei ein tlberimpfen der
Kulturen auf frisches Medium aIle 48-72 h erforderlich war.
Als Versuchstiere wurden weibliche NMRI-Mause mit einem Kor-
pergewicht von 18-30 g eingesetzt. Fur die In-vivo-Prufung
von Substanzen wurden Kulturrohrchen 24 h inkubiert, die Tri-
chomonaden gepoolt und in einer Konzentration von 5 x 106
Parasiten/Maus intraperitoneal appliziert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten p.i. wurden die Testsubstanzen i.p. oder p.o.
verabreicht sowie die Parasiten aus der Bauchhohle gespult
und ihre Anzahl mikroskopisch bestimmt (Trypanblau-Farbung
zur Differenzierung tot/lebend).
Die Referenzsubstanz Metronidazol (ClontR) hemmt nach intra-
peritonealer Injektion das Parasitenwachstum dosisabhangig
und langanhaltend, wahrend nach oraler Applikation nur die
Dosierung 100 mg/kg einen zwar geringen, aber dennoch deutli-
chen Effekt zeigte (Abb. 5.3).
Da der maximale Effekt der Referenzsubstanz zum Zeitpunkt
48 h p.i. nachgewiesen werden konnte, wurde dieser Zeitpunkt
auch fur den Nachweis des Effektes der in vitro als wirksam
befundenen Testsubstanzen ausgewahlt. Von den gepruften drei
Substanzen zeigten zwei eine gute bis sehr gute Hemmung in
vivo, wahrend NAT 06-055 nach oraler Applikation nicht wirk-
sam war (Tab. 5.3). Fur diese fehlende Wirksamkeit konnten
mangelnde Absorption oder ausgepragter First-Pass-Effekt ver-
antwortlich sein. Weitere Untersuchungen sind fur die Besta-
tigung der In-vivo-/ln-vitro-Korrelation notwendig.
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Abb. 5.3: Einflu~ von Metronidazol (ClontR) auf die T.-fetus-
induzierte Infektion der Ma~s.
Die Tiere wurden mit 5 x 10 Parasiten i .p; infi-
ziert. Metronidazol wurde nach folgendem zeitplan
verabrei oht; s
10,0 mg/kg i.p., einfache Injektion, 2 h p c i ,
31,6 mg/kg i .p., einfache Injektion, 2 h p. i .
10,0 mg/kg p.o., zwei Applikationen, 2 + 24 h p.i.
31,6 mg/kg p.o., zwei Applikationen, 2 + 24 h p.i.
100,0 mg/kg p.o., zwei Applikationen, 2 + 24 h p i i ,
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden je 2 Tiere geto-
tet, die Parasiten durch eine Peritonealspillung iso-
liert und unter dem Mikroskop ausgezahlt.
Tab. 5.3: Screening auf Substanzen mi t inhibi tori sches: Wir-
kung auf die T.-fetus-Infektionen der Maus.
Die Substanzen wurden nach 2 und 24 h p.i. appli-
ziert. Angegeben sind die prozentualen Veranderungen
gegenilber der Kontrolle, n = 2.
Weitere experimentelle Details sind in der Legende
zu Abb. 5.3 angegeben.
Substanzen
NAT 06-087
NAT 06-108
NAT 06-055
Dosierung Effekt 48 h p.i.
[mg/kg p.o.) [% Anderung VS.
Kontrolle)
100 -99,2
100 -42,9
100 +33,3
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5.2 Zytotoxizitatstest - Trichomonas vaginalis
5.2.1 Prinzip des Testverfahrens und AussagemlJglichkeit
Mit 3H-Thymidin radioaktiv markierte Trichomonaden (verglei-
che Kapitel 5.1) werden in vitro mit Maus-Peritonealmakropha-
gen (unstimuliert und C.-parvum-aktiviert) inkubiert. Die
nach Inkubation im tiberstand freigesetzte Radioaktivitat gibt
Aufschlu~ fiber die Anzahl durch Makrophagen lysierter Zellen
und damit getoteter Protozoen (Landolfo et al., 1981).
Der Test erfa~t neben Substanzen, die direkt gegen den Para-
siten gerichtet sind, auch Substanzen, die durch Stimulation
die Aktivitat der Makrophagen erhohen. Primare Zielsetzung
ist es, den Parasiten durch Stimulation der Wirtsreaktionen
anzugreifen.
5. 2. 2 Material und Hethoden
5.2.2.1 Parasit
Verwendet wird zum einen ein in Kultur bereits etablierter
T.-vaginalis-Stamm (Nr. 60 Teras, fibernommen am 04.08.1982
vom Institut ffir Medizinische Parasitologie der Universitat
Bonn) und zum anderen ein frisch isolierter Trichomonas-
Stamm. Beide Stamme unterscheiden sich in ihrem Wachstumver-
halten nur geringffigig.
5.2.2.2 Kultur- und Versuchsmedien
a) Diamond's Medium ohne Agar (Diamond, 1957):
2,0 9 Trypticase-Pepton (Fa. BBL/Becton & Dickinson)
1,0 9 Hefeextract (Fa. Sigma)
0,5 9 Maltose (Fa. Sigma)
0,1 9 L-Cysteinhydrochlorid (Fa. Sigma)
0,02 9 Ascorbinsaure (Fa. Sigma)
90 ml Aqua dest.
10 ml Lammserum (Fa. Flow)
25.000 IU Penicillin (Fa. Flow)
25.000 ~g Streptomycin (Fa. Flow)
5.000 IU Mycostatin (Fa. Nunc)*
10 mg Gentamycin (Fa. Nunc)*
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30 ~g Fungizone(R) Squibb (Fa. Flow)*
(* wird nur bei Kontamination hinzugeftigt)
b) RPMI-1640-Medium (Fa. Nunc) unter Zusatz von:
10 % foetalem Kalberserum (Fa. Flow)
100 IU Penicillin/ml (Fa. Flow)
100 ~g Streptomycin/ml (Fa. Flow)
2 mmol Glutamin (Fa. Nunc)
5 x 10-5 mol/l 2-Mercaptoethanol (Fa. Merck)
5.2.2.3 Reagenzien
- [5,_3H]-Thymidin (spez. Aktivitat 5-10 Ci/mmol;
Fa. Amersham)
- Trypanblau (Fa. Nunc)
5.2.2.4 Kultivierung und Konservierung der Parasiten
Die Haltung der Parasiten erfolgt axenisch in Diamond's
Medium ohne Agar (Diamond, 1957). Inkubiert wird in feuchter
Atmosphare bei 37°C und 3 % CO2 , Ein tiberimpfen der Kulturen
auf frisches Medium ist ca. aIle 48-72 Stunden erforderlich.
Eine Konservierung des Parasitenmaterials ist mit 10 % DMSO
bei Tiefktihlung (-70°C) tiber einen langeren Zeitraum (ca. 2
Jahre) moglich.
5.2.2.5 VersuchsdurchfUhrung
Zur Bestimmung der DNA-Syntheserate wird der Einbau von
3H-Thymidin in die parasitare DNA quantifiziert. Hierzu wer-
den Parasiten aus 3 Tage alten Kulturen verwendet. Mittels
Trypanblau-Farbung (Versuchsmedium: 0,4 % Trypanblau = 1:4;
2 min) wird mikroskopisch der Prozentsatz lebender Trichomo-
naden bestimmt und auf eine Konzentration von 1 x 10 7 Parasi-
ten/20 ml eingestellt (Zahlkammer). Ftir den erforderlichen
Wechsel des Diamond's Medium gegen das RPMI-1640-Medium mit
den unter b) angegebenen Zusatzen werden die Parasiten abzen-
trifugiert (Heraeus Minifuge GL, 3.000 Upm, 5 min). Die Tri-
chomonadensuspension wird in Gegenwart von 1 ~Ci/ml 3H-Thymi-
din und der jeweiligen Testsubstanz in den Konzentrationen
0,1 ~g/ml, 1 ~g/ml und 10 ~g/ml 24 h in Mikrotiterplatten (96
Vertiefungen, U-formiger Boden) in feuchter Atmospare bei
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37°C und 3 % CO2 inkubiert. Nicht inkorporierte Radioaktivi-
tat wird in einem "cell harvester" (Fa. Titertek) ausgewa-
schen und die intrazellulare Radioaktivitat in einem Liquid
Szintillation Counter (LKB 1216 Rack Beta II) bestimmt. Die
Wirkung einer Prlifsubstanz wird in Prozent Anderung der
Inkorporationsrate gegenUber der Kontrolle ausgedrUckt.
Zur Bestimmung der Wachstumskurve werden 10 ml-Kulturrohrchen
mit Diamond's Medium und den zu prUfenden Substanzen in den
Konzentrationen 0,1 ~g/ml, 1 ~g/ml und 10 ~g/ml sowie mit ca.
4 x 105 Trichomonaden aus 3 Tage alten Kulturen beimpft und
bei 37°C in feuchter Atmosphare und 3 % CO2 inkubiert. AIle
24 h, also nach 24, 48, 72 und 96 h wird die Vermehrungsrate
der Trichomonaden nach gutem Mischen der Kulturrohrchen
mikroskopisch bestimmt. Durch die Farbung mit Trypanblau ist
eine Differenzierung in lebende und bereits abgestorbenen
Protozoen moglich.
5.2.3 Ergebnisse und Diskussion
Von den insgesamt ca. 20 durchgefUhrten Untersuchungen konnte
nur in 75 % der FaIle Uberhaupt eine Zytotoxizitat erreicht
werden, die zwischen 7 % und 57 % schwankte. Bessere Reprodu-
zierbarkeit konnte auch durch den Einsatz unterschiedlicher
Mause- und Trichomonas-Stamme nicht erreicht werden. Da auch
die verwendeten Makrophagen auf die Anwesenheit von T. vagi-
nalis im Gegensatz zu opsonisiertem Zymosan haufig nicht mit
einer Steigerung der Chemilumineszenz reagierten (Abb. 5.4),
wurde dieses Testssystem aufgrund fehlender Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse fUr einen Einsatz im Screening als
unbrauchbar befunden und nicht weiter verfolgt.
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Abb. 5.4: Chemilumineszenz-Reaktion in C.-parvum-aktivierten
Makrophagen (5 Tage vor dem Experiment) nach Stimu-
lierung mit opsonisiertem Zymosan (Z) bzw. T.vagi-
nalis (t).
Die Abbildung zeigt zwei verschiedene Versuchs-
reihen.
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5.3 Prot:ein- und DNA-/KNA-Synt:hese in Plasmodium berghei
5.3.1 prinzip des Test:verfahrens und Aussagemoglichkeit:
FUr die Auffindung von Pharmaka gegen Malaria dient als Plas-
mid Plasmodium berghei, der Erreger der Nagetier-Malaria.
Dieser Parasit ruft bei Mausen innerhalb weniger Wochen stets
eine letale Infektion hervor und entspricht in seinen Eigen-
schaften am meisten dem humanen Plasmodium falciparum. Para-
sitierte Erythrozyten aus dem Blut einer infizierten Maus
(Tag 7 p.i.) werden durch saulenchromatographische Abtrennung
der Leukozyten (Howard et al., 1978) und Dichtegradientenzen-
trifugation (Eling, 1977a, b) isoliert und anschlie~end unter
geeigneten Bedingungen in Gegenwart von 3H-Methionin (Pro-
teinsynthese) oder 3H-Adenosin (DNA-/RNA-Synthese) inkubiert.
Nach Auswaschen der eingebauten Radioaktivitat zu verschiede-
nen Zeitpunkten der Inkubation mittels eines "cell harve-
sters" wird die in die Parasiten eingebaute Radioaktivitat
bestimmt und dient als Ma~ fUr den Stoffwechsel der Para-
siten. In Gegenwart von Wirksubstanzen wird bei Hemmung der
Protein- bzw. DNA/RNA-Synthese vermindert Radioaktivitat in
die Parasiten inkorporiert.
Da der Test im Mikrotitersystem durchgefuhrt wird, ist fur
ein gleichzeitiges Screening von bis zu 8 Prufsubstanzen nur
ein einziges Versuchstier notig.
5.3.2 Mat:erial und Met:hoden
5.3.2.1 Parasit:
Verwendet wird ein Erreger der Nagetier-Malaria: Plasmodium
berghei, Stamm K173, der vom Institut fur Cyto-/Histologie
der Universitat Nijmegen ubernommen wurde. Dort wird der
asexuelle erythrozytare Zyklus dieses Einzellers seit ca. 20
Jahren durch wochentliche intraperitoneale Ubertragung von
10 5 parasitierten Erythrozyten permanent gehalten. Die Blut-
passage erfolgt streng nach Mausestamm und Geschlecht
getrennt.
Bei Nattermann wurden fur diesen Zweck mannliche Swiss- und
CD1-Mause verwendet.
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5.3.2.2 Versuchsriere und -halrung
Verwendet werden mannliche Swiss-Mause (Fa. Mus-Rattus,
Brunnthal/Mtinchen) und mannliche CD1-Mause (Charles River,
Sulzfeld), die bei Versuchsbeginn ein Gewicht von ca. 20 g
haben.
Die Haltung erfolgt in Makrolon-Kafigen Nr. 2 unter Ftitterung
von Altromin-Standard-Diat und Wasser ad libitum.
5.3.2.3 Reagenzien und Trennmedien
- Sephadex G 150 superfine (Fa. Pharmacia)
- Servacel Cellulose-Ionenaustauscher SE23 (Fa. Serva,
Heidelberg)
- Ficoll 400 (Fa. Pharmacia)
- Hank's Balanced Salt Solution
- 25 mmol Hepes-Puffer pH 7,2
- Heparin-Na (LiqueminR)
- foetales Kalberserum (hitzeinaktiviert) (Fa. Flow)
- HBSS = Hank's Balanced Salt Solution + 2 % Hepes-Puffer +
5 Einheiten Heparin/ml)
HBSS+ = HBSS + 10 % foetales Kalberserum
- L-(Methyl-3H)-Methionin (spez. Akt. 5-15 Ci/mmol/;
Fa. Amersham)
- [2-3H]-Adenosin (spez. Akt. 20-25 Ci/mmol; Fa. Amersham)
5.3.2.4 VersuchsdurchfUhrung
Pro Versuch wird eine infizierte Maus (Tag 7 oder Tag 8 p.i.
mit 25 % - 40 % parasitierten Erythrozyten) unter Ethernar-
kose tiber den Orbitalplexus ausgeblutet. Das heparinisierte
Blut (1 Tropfen LiqueminR/2 ml Blut) wird unmittelbar in
einem Eisbad geklihlt, einmal mit HBSS+ gewaschen und zentri-
fugiert (5 min, 3.000 Upm, Heraeus Minifuge GL).
Die Trennung der Erythrozyten von Leukozyten und Thrombozyten
erfolgt saulenchromatographisch nach einer modifizierten Vor-
schrift von Howard et al., 1978. Zu diesem Zweck werden 5 ml-
Plastikspritzen nach Abdichtung der Basis mit Nylonwolle mit
etwa 3 ml Gel in HBSS geflillt. Die Gelmischung besteht aus
6 g Sephadex G-150 und 2 g Ionenaustauscher SE23, die 3 Tage
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bei 4 °C und 150 ml physiologischer MaCI-Losung vorgequollen
sind und dann mit HBSS+ gewaschen werden.
Die mit HBSS+ eluierten Erythrozyten werden mit Hilfe einer
Ficoll-Fraktionierung (E1ing, 1977a, b) in infizierte und
nichtinfizierte Zellen getrennt. Zu diesem Zweck wird die
Erythrozyten-Suspension auf eine 28 %ige Ficoll-Losung in
HBSS aufgetropft und 15 min bei 4.900 Upm (Heraeus Minifuge
GL) bei 4°C zentrifugiert. Die parasitierten Erythrozyten
setzen sich im Ubergang vom Medium zum Ficoll abo Mach Auswa-
schen der Ficoll-Reste wird die Anzahl der Erythrozyten
mikroskopisch (Zahlkammer) bestimmt und mit HBSS+ auf
5,5 x 10 7/ml eingestellt.
Jeweils 0,8 ml Erythrozyten-Suspension werden mit 3H-Methio-
nin bzw. 3H-Adenosin und mit den Testsubstanzen in einer Kon-
zentration von 10, 30 und 100 ~g/ml versetzt. Mach 30, 90 und
120 min Inkubation bei 37°C und 3 % CO2 in feuchter Atmo-
sphare werden 0,1 ml Probe 1:10 mit HBSS+ verdlinnt und davon
jeweils 2 x 0,1 ml in Mikrotiterplatten pipettiert. Die nicht
inkorporierte Radioaktivitat wird in einem "cell harvester"
(Fa. Titertek) ausgewaschen und die zellgebundene Radioakti-
vitat nach Zugabe von 2 ml Unisolve (Fa. Zinsser) in einem
Liquid Szintillation Counter (LKB 1216 Rack Beta II) quanti-
fiziert.
Die in den einzelnen Proben gemessene Radioaktivitat wird
ermittelt und als dpm/parasitierter Erythrozyt angegeben. Die
Wirkung einer Prlifsubstanz wird als prozentuale Anderung im
Vergleich zur Kontrolle ausgedrlickt.
5.3.3 Ergebnisse und Diskussion
5.3.3.1 Entwicklung des Modells
Die verwendeten radioaktiv markierten Precursor werden unter
normalen Bedingungen zeitabhangig von den parasitierten Ery-
throzyten aufgenommen (Abb. 5.5), wobei durch Fallung mit
Trichloressigsaure sichergestellt werden konnte, da~ die
gemessene 3H-Methionin-Radioaktivitat nahezu ganz in der
hochmolekularen Fraktion der parasitierten Erythrozyten zu
finden ist (Abb. 5.6).
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Weitere Untersuchungen hatten das Ziel, den Einflu~ von
Losungsvermittlern fUr PrUfsubstanzen auf die Inkorporation
der Radioaktivitat zu bestimmen. Als Losungsvermittler eignen
sich Aceton, Ethanol und DMF bis zu einer Konzentration von
5 %, wahrend man DMSO bis zu einer Konzentration von 10 % dem
Inkubationsmedium zusetzen kann. Der Zusatz von Ethanol bis
zu einer Konzentration von 10 % hingegen fUhrt zu einer deut-
lichen Verminderung der inkorporierten Radioaktivitat
(Abb. 5.5).
Die PrUfung von Referenzsubstanzen ergab, da~ in diesem Test
nicht nur Antimalariamittel, sondern auch Zytostatika wirksam
sind (Tab. 5.4). Aus der Tatsache, da~ Chloroquin (ResochinR)
nur eine relativ geringe Wirkung aufweist, kann man schlies-
sen, da~ auch Substanzen mit nur geringer Wirkung in diesem
In-vitro-Testsystem durchaus eine Wirkung in vivo haben kon-
nen. Das macht ein etwas breiteres In-vivo-Screening auch fUr
Substanzen mit nur relativ geringer In-vitro-Wirkung erfor-
derlich.
Im Projektzeitraum wurden zahlreiche PrUfsubstanzen auf ihre
Hemmwirkung auf die Protein- und DNA-/RNA-Synthese in Plasmo-
dium berghei hin geprUft. Von insgesamt 169 Substanzen zeig-
ten 48 % eine mittlere bis sehr starke Hemmung (30 % - 100 %)
des 3H-Methionin-Einbaus und wurden erganzend in der DNA-/
RNA-Synthese geprUft. Hier wiesen 52 von 61 geprUften Sub-
stanzen eine starke Inhibition der Inkorporation von 3H_
Adenosin in die Nukleinsauren der Plasmodien auf.
- 521 -
dpmlPE dpm/PE
0.08 O.os
0,07 0,07
Q06 0,06
0.05 0.05 A
0.04 I 0.04
£ A i0.03 0,03
f III0.02 t 0,02 A iI
0.01 t 0.01 I
0 i I 0I I I I0 30 75 t:U 0 :D 75 120ZEIT [min] ZEIT [min]
Abb. 5.5: Inkorporation von 3H-Me thionin und 3H-Adenosin in
parasitierte Erythrozyten.
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Tab. 5.4: Einflu~ von Referenzsubstanzen auf die Ink0Lf,0ra-
tion von 3H-Me thionin (proteinsynthese) bzw. H-Ade-
nosin (DNA-IRNA-Synthese) in parasitierte Erythro-
cyten. Angegeben ist die prozentuale Anderung gegen-
ilber der Kontrolle nach 2stilndiger Inkubation.
Substanz
(Handelsname)
Inkorporation von
3H-Methionin
Proteinsynthese
[j..lg/ml]
10 30 100
Inkorporation von
3H-Adenosin
DNA-/RNA-Synthese
[j..lg/ml]
10 30 100
Actinomycin
AzathioRrin
(Imurek )
Bleomycin
Chloroquin
(ResochinR)
Colchicin
Cyclophosphamid
(EndoxanR)
Dexamethason
5-Fluorouracil
Metronidazol
Pyrimethamin
(DaraprimR)
Quinin
Sulfadoxinl
Pyrimethamin
(FansidarR)
Vinblastin
-14
+107
- 3
- 5
+10
+ 3
+118
+20
+15
-13
-22
o
- 2
-31
+65
+ 4
- 6
+10
- 8
+90
- 1
+ 0,2
- 1
-20
-48
- 6
-19
-15
+ 6
- 1
-13
- 1
-67
-27
-80
-21
-77
+ 5
- 7
- 9
+15
-10
- 6
- 2
-87
+13
- 9
- 3
-22
-91
+11
-26
-20
-35
-16
-67
-52
5.3.3.2 In-vitro-/In-vivo-Korrelation
Als In-vivo-Modell zur Prlifung der in vitro wirksamen Sub-
stanzen wurde ein Plasmodium-berghei-Maus-Modell etabliert.
Dabei kann durch intraperitoneale Infektion mit parasitierten
Erythrozyten bei den eingesetzten Mausestammen ein Krank-
heitsverlauf erzeugt werden, der innerhalb von maximal 14 Ta-
gen zur Mortalitat flihrt. Eine Verlangerung der Uberlebens-
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zeit bzw. Reduktion der anhand des Blutausstrichs bestimmten
Parasit~mie in Gegenwart von Substanzen deutet auf potentiel-
Ie Antimalariamittel hin.
Fur jeden Versuch wird eine infizierte Maus (Tag 7 oder Tag 8
p.i. mit 25 % - 40 % parasitierten Erythrozyten) unter Ether-
narkose Uber den Orbitalplexus ausgeblutet. Die Parasit~mie
wird mittels eines Ausstrichs (Giemsa-F~rbung) bestimmt. Die
Anzahl der Erythrozyten wird mikroskopisch (Z~hlkammer) be-
stimmt; die Erythrozyten-Suspension wird mit 0,9 % NaCI auf
eine Konzentration von 5 x 105 Parasiten/ml eingestellt. Die
Versuchstiere erhalten 0,2 ml parasiten-Suspension (105 Zel-
len) intraperitoneal injiziert. Am 2., 3. und 4. Tag nach der
Injektion erfolgt die Applikation der Substanzen in den
Dosierungen 31,6 und 100 mg/kg Korpergewicht. Die Kontroll-
gruppe erh~lt nur Losungsmittel. Am Tag 7 p.i. wird eine Kon-
trolle der Parasit~ie uber Blutausstriche durchgefuhrt. Als
zweiter Parameter fUr die Wirksamkeit der Prufsubstanzen wird
die Mortalitatsrate bestimmt.
AIle gepruften Referenzsubstanzen, darunter auch Chinin und
Chloroquin, konnten den Infektionsverlauf teilweise bzw.
st~ndig unterdrucken (Tab. 5.5).
AIle Substanzen, die in vitro die Protein- bzw. DNA-/RNA-Bio-
synthese inhibierten, wurden einer Prufung in dem In-vivo-
Modell "Plasmodium-berghei-Maus" unterzogen. Trotz unter-
schiedlicher Applikationsformen erwies sich keine der gepruf-
ten Substanzen in diesem Modell als wirksam, und das weder im
Hinblick auf die Unterdruckung der Parasit~mie noch auf die
Verl~ngerung der Uberlebenszeit. Diese Ergebnisse lassen den
Schlu~ zu, da~ fur das Screening auf Substanzen, die potenti-
elle Antimalaria-Wirksamkeit besitzen, ein solches In-vitro-
Screening nur bedingt geeignet ist. Die fehlende In-vivo-
Wirksamkeit konnte allerdings auf die zu geringe Bioverfug-
barkeit der Substanzen nach oraler Applikation oder auf
starke Metabolisierung zurUckzufUhren sein. Moglicherweise
auch hat das In-vitro-Modell falsch positive Ergebnisse
geliefert, da der sehr fragile parasitierte Erythrozyt
bereits geringste zytotoxische Effekte anzeigt, und eine Dif-
ferenzierung zwischen antiparasit~ren und zytotoxischen
Effekten in diesem Test nicht moglich ist.
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Tab. 5.5: Einfluf; von Referenzsubstanzen auf die Infektion
der Maus mit F.berghei.
Substanz tIlgl. Appl.- Parasit- Mortali til t n
Dos. Art Tag ll.mie [%] Tag p.i
[mg/kg] p.L x ± sd x ± sd
Quinic 3x140 Lp. 5-9 3 ± 6 15 ± 6 8
NaGl (Kontrolle) Lp. 5-9 56 ± 7 8 ± 1 8
Ghloroquin 31,6 Lp. 5-7 0 4
(NivaquineR) 31,6 p.o. 5-7 0 4
100 p.o. 5-7 0 8
NaGl (Kontrolle) p.o. 5-7 27 ± 8 9 ± 1 12
Pyrimethamin 100 p.o. 2/3/4 0 8
(DaraprimR)
Pyrimethamin- 100 p.o. 2/3/4 0 8
Sulfadoxin'
(FansidarR)
Azathio~rin 100 p.o. 2{3{4 42 ± 16 9 ± 1 4
(Imurek )
Gyclophosphamid
(EndoxanR) 100 p.o. 2{3/4 12 ±12 21 ± 5 4
Gyclosporin A
(SandimmunR) 100 p.o. 2/3{4 0.2±0.7 >22 4
Dexamethason 100 p.o. 2{3{4 37 ±13 18 ±10 4
NaGl (Kontrolle) 100 p.o. 2/3{4 39 11 8 ± 1 8
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5.4 PlasmodiUIll-berghei-Phagozytose-Test;
5.4.1 prinzip des Test;verfahrens und Aussagemoglichkeit;
Mit 3H-Methionin-markierten Plasmodien infizierte Maus-Ery-
throzyten werden in vitro mit Maus-Peritoneal-Makrophagen
(resident und C.-parvum-aktiviert) oder der Maus-Makrophagen-
Zellinie P388Dl inkubiert. Die - nach Inkubation und Absptilen
der nicht von den Makrophagen aufgenommenen parasitierten
Erythrozyten - in die Makrophagen inkorporierte Radioaktivi-
tat gibt Aufschlu~ tiber die Anzahl der von den Makrophagen
aufgenommenen Plasmodien und somit tiber die Makrophagen-Akti-
vitat. Urn sicherzustellen, da~ nur wirklich phagozytierte
Plasmodien erfa~t werden und nicht solche, die locker mit der
Makrophagen-Zellmembran assoziiert sind, wird parallel eine
mikroskopische Kontrolle mittels licht-mikroskopischer Auto-
radiographie durchgeftihrt. Mit Hilfe dieser Methoden kann
auch die an der Phagozytose beteiligte Anzahl Makrophagen
bestimmt werden.
Der Test erm6glicht es, Substanzen zu finden, die einen sti-
mulierenden oder hemmenden Einflu~ auf die Immunabwehr des
Wirtstieres besitzen.
5. 4. 2 Mat;erial und Methoden
5. 4. 2. 1 Parasi t:
Verwendet wird ein Erreger der Nagetier-Malaria: Plasmodium
berghei, Stamm K173, der vom Institut ftir Cyto-/Histologie
der Universitat Nijmegen tibernommen wurde. Dort wird der
asexuelle erythro~ytare Zyklus dieses Einzellers seit ca. 20
Jahren durch w6chentliche intraperitoneale Ubertragung von
105 parasitierten Erythrozyten permanent gehalten. Die Blut-
passage erfolgt streng nach Mausestamm und Geschlecht
getrennt.
Bei Nattermann wurden ftir diesen Zweck mannliche Swiss- und
CDl-Mause verwendet.
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5.4.2.2 Versuchsriere und -halrung
Verwendet werden mannliche Swiss-Mause (Fa. Mus-Rattus,
Hofoldinger Stra~e 17, 8011 Brunnthal/MUnchen) und mannliche
CD1-Mause (Charles River, Sulzfeld), die bei Versuchsbeginn
ein Gewicht von ca. 20 9 haben.
Die Haltung erfolgt in Makrolon-Kafigen Nr. 2 unter FUtterung
von Altromin-Standard-Diat und Wasser ad libitum.
5.4.2.3 Reagenzien und Trennmedien
- Sephadex G 150 superfine (Fa. Pharmacia)
- Servacel Cellulose-1onenaustauscher SE23 (Fa. Serva,
Heidelberg)
- Ficoll 400 (Fa. Pharmacia)
- Hank's Balanced Salt Solution
- 25 mmol Hepes-Puffer pH 7,2
- Heparin-Na (LiqueminR)
- foetales Kalberserum (hitzeinaktiviert) (Fa. Flow)
- HBSS = Hank's Balanced Salt Solution + 2 % Hepes-Puffer +
5 Einheiten Heparin/ml)
HBSS+ = HBSS + 10 % foetales Kalberserum
- L-(Methyl-3H)-Methionin (spez. Akt. 5-15 Ci/mmol/;
Fa. Amersham)
- [2-3H]-Adenosin (spez. Akt. 20-25 Ci/mmol; Fa. Amersham)
RPMl-1640-Medium (Fa. Nunc) mit Zusatz von:
- 10 % foetales Kalberserum (FKS) (Fa. Flow)
100 1U/ml Penicillin (Fa. Flow)
100 ~g/ml Streptomycin (Fa. Flow)
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)
HBSS + Ca++/Mg++ enthalt 0,185 9 CaC12 x 2 H20,
0,1 gil MgS04 x 7 H20, 0,1 gil MgC12 x 6 H20
Corynebacterium parvum (Deutsche Wellcome, Burgwedel)
Antimaus-Erythrozyten-Serum (Fa. Cappel, Dynatech,
Denkendorf)
Soluene 350 (Fa. Packard)
Reagenzien fUr lichtmikroskopische Autoradiographie:
- G5-Photoemulsion (Fa. llford)
- Brussels Amidol (35 9 H3B03, 18 9 Na2S03 und 0,8 9 KBr/l
A.dest.; vor Gebrauch werden 1,125 9 Amidol = 4-Hydroxy-m-
- 527 -
phenylen-diammoniumdichlorid/250 ml hinzugegeben)
- 30 %iges NazSZ03
5.4.2.4 Gewinnung von srimulierrenHaus-Perironeal-
Hakrophagen
Flinf Tage vor Beginn des Versuches werden die Peritoneal-
Makrophagen von Mausen durch intraperitoneale Injektion von
1,4 mg Corynebacterium parvum in 0,2 ml stimuliert.
Bei Ex-vivo-Versuchen werden die Prlifsubstanzen 2 -7 Tage vor
der Isolierung der Makrophagen p.o. oder i.p. appliziert.
Die Mause werden durch Genickbruch getotet und Makrophagen
mit 2 x 5 ml HBSS ohne Ca++ und Mg++ aus der Bauchhohle aus-
gesplilt. Die Zellen werden in einer Zahlkammer gezahlt und
auf eine Zahl von 1 x 10 6 mit HBSS unter Zusatz von Ca++/Mg++
und 5 % foetalem Kalberserum eingestellt.
5.4.2.5 Kuliriverung der Hakrophagen-Zellinie P388D1
Die P388D1-Maus-Makrophagen (American Type Culture Collec-
tion) werden in RPMI-1640-Medium unter Zusatz von 10 % foeta-
lem Kalberserum und Penicillin/Streptomycin bei 37 DC und 3 %
COz in feuchter Atmosphare in Petrischalen (~ 10 cm) kulti-
viert. Flir die Versuche werden 5 Tage alte Kulturen verwen-
det. Die Zellen werden mittels eines "rubber policeman" abge-
lost, gepoolt und einmal mit HBSS + 5 % FKS gewaschen
(Heraeus Minifuge GL, 1.000 Upm, 10 min).
5.4.2.6 VersuchsdurchfUhrung
1 x 10 6 Makrophagen werden in Zellkulturplatten (Multidish
24-wells; Nunc. Wiesbaden) pipettiert und 3 h bei 37 DC und
4 % COz inkubiert. Nach Abwaschen der nicht adharenten Zellen
mit HBSS/5 % FKS werden 0,1 ml Substanzlosung mit 0,9 ml
Medium bzw. 1 ml Medium (Kontrolle) zugefligt und 2 - 20 h
inkubiert. Danach wird das Medium ausgetauscht gegen 0,8 ml
Parasiten-Suspension (7,5 x 105 parasitierte Erythrozyten/ml;
3H-Methionin-markiert: siehe 5.3), 0,1 ml Antimaus-Erythrozy-
ten-Serum und 0,1 ml der zu prlifenden Substanz bzw. 0,1 ml
Kontrollmedium. Nach 90minlitiger Inkubation bei 37 DC und 4 %
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COZ werden die nichtphagozytierten parasitierten Erythrozyten
abgespult und die adharenten Makrophagen mit phagozytiertem
Material mit dem Gewebeaufleser Soluene 350, der vor Gebrauch
mit Isopropanol 1:1 gemischt wird, abgelest und die inkorpo-
rierte Radioaktivitat szintillationsluminometrisch quantifi-
ziert.
Aus den Mittelwerten der Proben wird die Anzahl der phagozy-
tierten Parasiten bestimmt und als prozentuale Anderung zur
Kontrolle ausgedruckt:
x dpm (Probe) x 6 x 105
x drop Gesamtzahl der parasitierten Erythrozyten
Fur die Autoradiographie werden die Objekttrager mit G5 Emul-
sion (Fa. Ilford) nach der "Dipping"-Methode (Williams, 1977;
Rogers, 1979) behandelt. Die Exposition findet bei 4 °c 1,5
bis 3 Tage lang statt. Entwickelt wird in Brussels Amidol
20 min bei 12°C, fixiert in 30 %igem NazSZ0 3 8 min.
5.4.3 Ergebnisse und Diskussion
5.4.3.1 Entwicklung des Modells
Erste Experimente dienten dem Ziel herauszufinden, ob resi-
dente oder C.-parvum-aktivierte Makrophagen starkere phagozy-
tierende Potenz besitzen und ob die Phagozytoserate durch
Opsonisierung mit Antimaus-Erythrozyten-Serum gesteigert wer-
den kann. Die in den Abbildungen 5.7 und 5.8 graphisch darge-
stellten Ergebnisse zeigen, da~ residente und stimulierte
Makrophagen nahezu identische Phagozytose-Eigenschaften
besitzen, da~ aber die Phagozytose-Potenz durch Zusatz von
Serum erheblich gesteigert werden kann. Da nach C.parvum-Sti-
mulation jedoch deutlich mehr Zellen aus den Mausen isoliert
werden kennen (Tab. 5.6), wurden fur das Standard-Versuchsde-
sign eine 5tagige Stimulation mit C.parvum und ein 10 %iger
Serumzusatz festgelegt.
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Tab. 5.6: Effekt der Dauer der C.-parvum-Stimulation auf die
Anzahl der Makrophagen in der Maus
Tage nach C.-parvum-
Stimulation
Anzahl Makrophagenl
MaUB
4
7
24 x 105
54 x 105
85 x 105
i
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Abb. 5.7: Phagozytose parasitierter E~throzyten durch Makro-
phagen an verschiedenen Tagen nach C.-parvum-Akti-
vierung und bei verschiedenen Konzentrationen von
Mauserythrozyten-Antiserum, bestimmt durch Szintil-
lationszahlung (--) bzw. Lichtmikroskopie (- -).
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Abb. 5.8: Phagozytose parasitierter E~throzyten durch Makro-
phagen an verschiedenen Tagen nech C. -parvum-Akti-
vierung und bei verschiedenen Konzentrationen an
Mause~hrozyten-Antiserum,bestimmt durch Szintil-
lationszahlung (----) bzw. Lichtmikroskopie (- - -).
Aus den beiden genannten Abbildungen wird ebenfalls deutlich,
da~ die mikroskopisch bestimmte Anzahl der an der Phagozytose
beteiligten Makrophagen (Abb. 5.9) gut mit den durch Szintil-
lationsmessung gewonnenen Ergebnissen korreliert, so da~ im
Routinescreening auf die lichtmikroskopische Autoradiographie
verzichtet werden kann.
Die fUr die Losung der Substanzen verwendeten Losungsmittel
DMSO, DMF, Aceton und Ethanol zeigten bei Endkonzentrationen
von 0,1 % - 1 % nur minimaIe Effekte in Abwesenheit
(Abb. 5.10) und in Anwesenheit von Serum (Tab. 5.7).
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Tab. 5. 7: Phagozytose paxaei tierter Erythrozyten durch Makro-
phagen in Gegenwart verschiedener Konzentrationen
von Losungsmitteln. Inkubation mit Mauserythrozyten-
Antiserum.
L13sungs- Vol. phagozytierte % VS.
mittel % Zellen Kontrolle
DMSO 1 2,12 x 105 35,8
5 2,16 x 105 36,0
10 1,89 x 105 31,5
DMF 1 2,17 x 105 36,2
5 2,23 x 105 37,2
10 1,87 x 105 31,2
Ethanol 10 2,02 x 105 33,7
Kontrolle 1,93 x 105 32,2
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AB
Abb. 5.9: Lichtmikroskopische Autoradiographie:
Peritonealmakrophagen der Maus (A) und die Makropha-
gen-ahnliche Zellinie P388D1 (B) bei der Phagozy-
tierung von parasitierten Erythrozyten (Pfeil) -
Giemsafarbung, 927fache Vergro13erung.
Abb. 5.12: Nierenzellenprimarkultur aus afrikanischen Meer-
katzen, Giemsafarbung, 927fache verqro13erung.
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Abb. 5.10: Phagozytose von parasitierten E~throzyten in
Gegenwart verschiedener Losungsmittelkonzentratio-
nen. Inkubation ohne Mause~hrozyten-Antiserum;
C = Kontrolle.
Zur Standardisierung und zur Ermittlung dermaximalen Phago-
zytoseraten in diesem Test wurden verschiedene Referenzsub-
stanzen UberprUft (Tab. 5.8): Die Ergebnisse waren zum Teil
Uberraschend. So wUrde man von den UberprUften Antimalaria-
mitteln Chloroquin, Chinin, Chinacrin und Pyrimethamin eine
gesteigerte Phagozytoserate erwarten, da teilweise zerstorte
oder abgetotete parasitierte Erythrozyten eher als fremd
erkannt und somit auch starker phagozytiert werden. Dieser
Effekt trat jedoch nur bei zwei (Chinacrin, Pyrimethamin) der
4 getesteten Substanzen auf, wahrend Chinin und Chloroquin
eine deutliche Hemmung anzeigten. Das Ergebnis konnte damit
erklart werden, da~ Chloroquin und Chinin neben ihrer Wirkung
auf die parasitierten Erythrozyten einen starken Effekt auf
die Makrophagen aufweisen.
Die Hemmung der Phagozytose durch diese beiden Substanzen ist
jedoch aus der Literatur bekannt (Ward, 1969; Prasad et al.,
1984) .
Die Immunmodulatoren Bestatin, Isoprinosin und Levamisol
zeigten teilweise etwas schwankende Ergebnisse, die nicht mit
der erwarteten Steigerung der Phagozytosekapazitat in Ein-
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klang zu bringen und wahrscheinlich Ausdruck der Heterogeni-
tat der Makrophagenpopulation sind. Daher sind mehrfache Wie-
derholungen der einzelnen Teste zur Absicherung auf jeden
Fall erforderlich, wie sie bisher infolge des erheblichen
Zeitaufwandes noch nicht durchgeflihrt werden konnten. Eventu-
ell hatten auch verlangerte Prainkubationszeiten bessere
Ergebnisse gebracht.
Viele der weiterhin liberprliften Substanzen - wie z.B. Dexame-
thason und andere Kortikosteroide - zeigen selten In-vitro-
Wirkung, sind jedoch in In-vivo-Entzlindungsmodellen stark
wirksam. Die hier in vitro gefundene leichte Hemmung der Pha-
gozytose durch Dexamethason entspricht jedoch einem Befund
von Becker & Grasso (1985) bei der Phagozytose von Hefen.
Herauszustellen ist weiterhin, da~ der Metabolit des zytosta-
tikums Cyclophosphamid, Hydroxyperoxycyclophosphamid in vitro
sehr gute Wirksamkeit aufweist, ebenso auch die beiden Anti-
biotika Amphotericin B und Doxycyclin. Ein hemmender Effekt
Doxycyclins auf die Phagozytose von humanen Granulozyten ist
auch von anderen Autoren beschrieben worden (Hahn et al.,
1985).
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Tab. 5.8: Einflu~ von Referenzsubstanzen auf die Phagozytose
von parasitierten Erythrozyten durch Peritoneal-
Makrophagen der Maus necii 2-20stiindiger Vorinkuba-
tion. Angegeben ist die prozentuale Veranderung
gegeniiber der Kontrolle.
10-4
[mol/I]
Substanz Ver!!nderung
10-6
[mol/I]
gegenUber Kontrolle
[I]
10-5
[mol/I]
N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-
isoglutamin-6-0-stearoyl
N-Acetylmuramyl-D-alanyl-D-
isoglutamin
N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-
isoglutamin
Amphotericin B
Bestatin
4-Bromophenacylbromid
Katalase
Chloroquin
Chlorpromazin
Cyclosporin A
Dexamethason
DelimmunR
Isoprinosin, Methisoprinol
Doxycyclin
Levamisol
NDGA
D-Penicillamin
Propranolol
Pyrimethamin
Quercetin
Quinacrin
Quinin
-14,40
- 3,90
+ 4,90
-22,90
+20,00
+11,50
-41,10
-45,85
+ 2,60
-32,10
+11,20
+ 9,30
(0,1
- 2,90
-20,40
-26,15
+ 7,70
-12,95
-44,60
+28,20
-22,40
-11,50
- 6,20
+11,90
-31,60
-10,00
- 9,70
-42,00
-42,80
+ 4,30
-14,50
-26,10
-16,40
mg/ml)
-12,10
-23,20
-28,80
-17,50
+ 1,40
-44,85
+31,60
-23,60
-59,20
- 6,20
+21,80
-41,65
+10,70
- 4,20
-51,40
-28,45
-45,90
-25,60
-25,25
-16,40
-52,25
-18,60
-34,10
-26,25
-28,00
+15,90
-25,65
+44,40
-19,60
Um auch die Tiere einsparen zu konnen, die fur die Gewinnung
der Makrophagen notwendig sind, wurde versucht, fur diesen
Test die Maus-Makrophagen-Zellinie P388D1 einzusetzen: Es
konnten hier sowohl bei der Bestimmung der phagozytierten
Radioaktivitat (Tab. 5.9) als auch mit lichtmikroskopischer
Autoradiographie (Abb. 5.9) akzeptable Phagozytoseraten nach-
gewiesen werden, die mit denen der Peritoneal-Makrophagen
weitgehend korrelierten (Abb. 5.9).
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Tab. 5.9: Phagozytose parasitierter Erythrozyten duxch die
Makrophagen-ahnliche Zellinie P388D1
Kontrolle
Ohne Serum
Kontrolle
mit Serum
10 % DMSO
ohne Serum
10 % DMSO
mit Serum
phagozytierte Zellen
1,18 x 105
1,19 x 105
1,11 x 105
% Phagozytose
19,7
19,8
17,2
18,5
Ein erstes Substanzscreening mit Hilfe von Peritoneal-Makro-
phagen und P388D1-Zellen lie£erte weitgehend tlbereinstimmung
zwischen den Ergebnissen (Tab. 5.10) und lapt einen Verzicht
auf die als Makrophagen-Spender eingesetzten Mause somit mog-
lich erscheinen, so dap der Tierverbrauch reduziert werden
kann.
Tab. 5.10: Vergleich der Phagozytierung parasitierter Ery-
throzyten durch Peritonealmakrophagen bzw. P388D1-Zellen nach 2stiindiger Vorinkubation. Angegeben ~st
die prozentuale Veranderung gegeniiber der Kontrolle,
n = 1.
Substanzen Ver~nd. VS. Kontrolle[%] Verlind. VS. Kontr. [I]
Peritonealmakrophagen P388D1 -Zellen 10-410- 6 10-5 10-4 10-6 10-5
[mol/I] [mol/I]
NAT 04-159
-
9,2 - 8,0 -17,7 -18,9 -25,2 -22,6
NAT 04-455 -15,4 -13,3 -36,4 -18,9 -18,2 -28,9
NAT 06-051
-
7,6 -31,0 -46,0 -16,4 -14,9 -56,3
NAT 06-136 + 4,0 + 8,7 - 3,2 -12,7 -18,7 -34,0
Bestatin -19,5 - 0,4 + 7,4 -27,7 -32,4
Doxycyclin +32,1 - 2,0 + 9,0 -22,0 - 8,2 -26,4
Obwohl durch parasitierte Erythrozyten keine Makrophagen-
Chemilumineszenz erzeugt werden kann, konnten doch teilweise
libereinstimmende und sich somit erganzende Ergebnisse zwi-
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schen dem Phagozytosetest und der Zymosan-induzierten Chemi-
lumineszenz erreicht werden (Tab. 5.11).
Tab. 5.11: Vergleich zwischen der Phagozytose parasitierter
Erythrozyten durch Peritonealmakrophagen und der
Chemilumineszenz (CL) nach Stimulierung. Die Chemi-
lumineszenz C.-parvum-aktivierter Maus-Peritoneal-
Makrophagen nach Stimulation mit opsonisiertem Zymo-
san wurde als relative Lichteinheiten bestimmt. Wei-
tere Details zur Mepmethode sind in Kapitel 2.6
beschrieben.
Angegeben ist die prozentuale Veranderung im Ver-
gleich zur Kontrolle, n = 1-3.
Substanz Ver»nd. vs. Kontr.[%]
Phagozytose
10-6 10-5 10-4
[mol/1]
Ver»nd. VS. Kontr.[%]
Chemilumineszenz
10- 6 10-5 10-4
[mol/l]
NAT 06-051 - 7,6 -31,0 -46,0
AAT 01-499
-
6,1 + 3,8 +21,3
AAT 04-159 -16,4 -16,8 -27,3
NAT 06-606 +22,4 - 1,6 +10,4
Levamisol - 2,9 -12,1 -18,6
NDGA -20,4 -23,2 -34,1
5.4.3.2 In-vitro-/Ex-vivo-Korrelation
-26,0 -10,0 -48,0
-17,0 -28,0 -71,0
-10,0 -31,0 -91,0
-13,0 -35,0 -80,0
-10,0 + 7,0
-17,0 -64,0 -97,0
Zum Nachweis der In-vivo-Wirksamkeit von Prufsubstanzen, die
in vitro deutliche Effekte zeigten und zur Herstellung einer
Korrelation wurde ein Ex-vivo-Modell herangezogen: Dabei wur-
de Mausen 2-7 Tage vor Gewinnung der C.-parvum-stimulierten
Peritoneal-Makrophagen die jeweilige Testsubstanz einmalig
oder mehrmalig intraperitoneal oder per os appliziert und die
phagozytose-Aktivitat der Makrophagen gepruft. Tabelle 5.12
fapt die ex vivo erzielten Ergebnisse zusammen. Zieht man zur
Korrelation der in vitro mit den ex vivo erzielten Ergebnis-
sen die Tabelle 5.8 heran, so findet man eine gute Uberein-
stimmung zwischen den ex vivo mit Cyclophosphamid und in
vitro mit dem wirksamen Metaboliten Hydroxyperoxycyclophos-
phamid erzielten Ergebnissen, die jedoch aus unerklarlichen
Grunden nicht mit der aus der Literatur bekannten Stimulation
der Antikorper-abhangigen Phagozytose korrelieren (Giordano
et al., 1985). Auch bei N-Acetylmuramyl-L-Alanyl-D-Isogluta-
min-6-0-Stearoyl liegen ubereinstimmende Ergebnisse vor, wah-
rend D-Penicillamin und Levamisol in vitro schwache bis mitt-
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lere Hemmaktivitat zeigten, wahrend sie ex vivo keinen Effekt
auf die Peritoneal-Makrophagen zu haben scheinen. Die Wir-
kungsrichtung von Dexamethason scheint von der gewahlten
Dosierung bzw. Konzentration abzuhangen.
Die erzielten Ergebnisse zeigen, da~ ein Screening von Immun-
modulatoren mit einem In-vitro-Prlifsystem sinnvoll ist, da~
jedoch noch weitere Erfahrungen gewonnen werden mlissen. Dane-
ben sollte zur Herstellung der In-vivo-/In-vitro-Korrelation
ein In-vivo-Modell wie z.B. die "Candida-albicans-Infektion"
herangezogen werden.
Tab. 5.12: Phagozytose von parasitierten E~throzyten durch
Maus-Peritonealmakrophagen nach Verabreichung von
Priifsubstanzen (Ex-vivo-Experiment). Angegeben ist
die prozentuale Veranderung gegeniiber der Kontrolle,
n = 1-2.
Substanz Vorbehandlungs- Dosis %
periode [Tage) [mg/kg)
(Appl.)
N-Acetylmuramyl-L-
alanyl-D-isoglutamin-
6-0-stearoyl 2 5,0 (Lp. ) -13,4
N-Acetylmuramyl-D-
alanyl-D-isoglutamin 2 5,0 (Lp. ) + 0,9
N-Acetylmuramyl-L-
alanyl-D-isoglutamin 2 5,0 (Lp. ) - 7,0
Cyclosphosphamid 2 200,0 (Lp. ) -18,0
Dexamethason 4/3/2/1 2,0 (p .o . ) +14,82
Levamisol 4/3/2/1 15,0 (p 0.) + 5,7
D-Penicillamin 4/3/2/1 75,0 (p .o . ) + 8,7
NAT 06-051 2 100,0 (p ,o . ) -17,4
NAT 04-159 7 bis 2 10,0 (p , 0.) + 0,57
NAT 04-159 7 bis 2 31,6 (p , 0.) +11,9
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5.5 Wachs1;umskurve von Trypanosoma brucei brucei
5.5.1 Prinzip des Testverfahrens und Aussagemoglichkeit
In Gegenwart einer "Mammalian Feeder Layer", fUr die Nieren-
zellen der afrikanischen grUnen Meerkatze (Fibroblasten-ahn-
liche Zellinie) herangezogen werden, entwickeln sich in Zell-
kultur zwischen den Fibroblasten trypomastigote Trypanosomen,
deren Wachstum sich taglich mikroskopisch bestimmen la~t. In
Gegenwart von potentiell trypanoziden Substanzen ist die
Wachstumsrate verringert.
Dieses PrUfmodell eignet sich als Screening-Test fUr die
Suche nach Verbindungen, die als Pharmaka fUr die Bekampfung
der Nagana (Rinderseuche), aber auch der Schlafkrankheit
herangezogen werden konnen. Da Trypanosomen unter konventio-
nellen Kulturbedingungen nur die Formen ausbilden, in denen
sie normalerweise in ihrem Vektor, der Tsetsefliege, auftre-
ten, mUssen fUr diesen Test Kulturbedingungen herangezogen
werden, die auch trypomastigote Stadien entstehen lassen,
d.h. die Formen, die im Blut des Wirtstieres fUr die Entste-
hung der Krankheit verantwortlich sind. Die Kultivierung sol-
cher trypomastigoter Formen ist in Gegenwart einer "Mammalian
Feeder Layer" moglich (vgl. Hirumi et al., 1980, Brun et al.,
1981, Borowy 1982).
5.5.2 Material und Methoden
5. 5. 2. 1 Parasi t
Der verwendete Trypanosoma-brucei-brucei-Stamm (8/18)' wurde
1985 vom BGA (Dr. Reinhard/Dr. Staak) Ubernommen. Er ist
stark virulent fUr Mause, d.h. die Infektion verlauft inner-
halb von 3-5 Tagen letal.
5. 5. 2. 2 Kul.tzur> und Versuchsmedien
Kulturmedium: RPMI-1640-Medium (Fa. Flow) unter Zusatz von:
- 20 mmol Glutamin (Fa. Nunc)
10 % foetales Kalberserum (FKS) (Fa. Flow)
100 IU/ml Penicillin (Fa. Flow)
100 ~g/ml Streptomycin (Fa. Flow)
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Versuchsmedium: RPMI-1640-Medium (Fa. Flow) unter Zusatz von:
- 20 % FKS (Fa. Flow)
5.5.2.3 Versuchstiere und -haltung
Als Versuchstiere dienten mannliche NMRI-Mause (Lippische
Versuchstierzucht, Extertal) mit einem Korpergewicht von
18-20 g.
Die Haltung erfolgt in Makrolon-Kafigen Nr. 2 unter Ffitterung
von Altromin-Standard-Diat und Wasser ad libitum.
5.5.2.4 Passage des Parasiten
Die Stammhaltung der Trypanosomen erfolgt durch intraperito-
neales tlberimpfen von 200-300 Trypanosomen von Maus zu Maus
aIle 3-4 Tage.
5.5.2.5 Kultivierung der Fibroblasten
Die "African Green Monkey Kidney Primary Cells" (Fa. Flow)
werden in 40 m1-Zellkulturflaschen (Fa. Nunc) in dem unter
5.5.2.2. angegebenen Kulturmedium gehalten. Die Passage
erfolgt nach tlberwachsen der Kulturflaschen durch Trypsini-
sieren.
5.5.2.6 VersuchsdurchfUhrung
1 x 10 4 Fibroblasten/Vertiefung la~t man in "Multiwell-dis-
hes" (Fa. Nunc) 3 Tage anwachsen und versetzt sie mit 1,1 x
105 isolierten Trypanosomen in 0,9 ml Versuchsmedium unter
Zusatz von 0,1 ml Substanz- bzw. Kontrollosung. Die Anzahl
der Trypanosomen wird taglich mikroskopisch bestimmt (Zahl-
kammer) und die Halfte des Mediums erneuert.
5.5.3 Ergebnisse
5.5.3.1 Entwicklung des Modells
Die verwendeten "African Green Monkey Kidney Primary Cells"
zeigen in Kultur von 3. Tag an ein nahezu kontinuierliches
Wachstum (Abb. 5.11). Die Fibroblasten-ahnliche Struktur
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dieser Zellen wird in Abb. 5.12 (S. 533) deutlich. In Anwesenheit
der "Mammalian Feeder Layer" findet man bis zum 3. Tag eine
relativ konstante Anzahl von Trypanosomen/ml, wahrend am 4.
Tag nahezu kein Wachstum mehr zu messen ist (Abb. 5.13).
Die als Referenzsubstanzen eingesetzten Verbindungen Trypami-
dium und Berenil, aber auch die beiden Prufsubstanzen
NAT 06-051 und NAT 06-491 zeigten deutliche Effekte in diesem
Testmodell (Abb. 5.14).
5.5.3.2 In-vivo-/In-vitro-Korrelation
Fur die In-vivo-/In-vitro-Korrelation wurde ein Maus-Modell
herangezogen, das beim Bundesgesundheitsamt in Berlin bereits
etabliert ist, so da~ die tierexperimentell aufwendigen Vor-
versuche nicht notwendig waren. In diesem Modell werden NMRI-
Mause intraperitoneal mit dem gleichen Trypanosoma-brucei-
brucei-Stamm (8/18) infiziert; die Substanzapplikation
erfolgt 2 Stunden p.i. als Einzeldosis. Als Kriterien fur die
Wirksamkeit einer Substanz werden die tlberlebenszeit p.i.
sowie die Parasitamie herangezogen.
Die in vivo erhobenen Daten (Tab. 5.13) zeigen die gute Wirk-
samkeit der beiden oben erwahnten Referenzsubstanzen in vivo
und deuten damit auf eine gute In-vivo-/In-vitro-Korrelation
hin. Dagegen hatte NAT 06-051 in vivo keine Wirkung. Da mitt-
lerweise bekannt ist, da~ NAT 06-051 einem ausgepragten
"First-Pass-Effekt" unterliegt und im Plasma zum gro~en Teil
an Albumin gebunden ist, ist anzunehmen, da~ die fehlende In-
vivo-Wirksamkeit auf die besonderen pharmakokinetischen
Eigenschaften der Substanz zuruckzufuhren ist.
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Tab. 5.13: In-vivo-Effekte verschiedener Wirkstoffe auf die
T. -b . -brucei-Infektion in Mausen (n = 4 pro Gruppe)
Substanz Dosis
[mg/kg]
Effekt
6BerenilR aIle Tiere
parasitenfrei
3 14 Tage p.i.
2
1
0,5 aile Tiere mit parasitenfreien
Perioden - dreifache ttberlebens-
zeit im Vergleich zur Kontrolle
TrypamidiumR
NAT 06-051
2
1
0,5
0,25
0,125
400
100
25
aile Tiere parasitenfrei
14 Tage p.i.
kein Effekt
kein Effekt
kein Effekt
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105
102
o - ...----.--r-----r---\
o 2
3 "Tage
Abb. 5.11: Wachstumkurve einer Nierenzellenprimarkultur aus
afrikanischen Meerkatzen, n = 4, Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung vom Mittelwert.
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Tage
3 4
102
o - ....----.---...---r-...--.....
o
Abb. 5.13: Wachstumskurve von Trypomastigoten von T.b.brucei
in Gegenwart einer "mammalian feeder layer", n = 8,
Mi ttelwerte ± Standardabweichung vom Mi ttelwert.
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Abb, 5.14: Einfluf3 von Priifsubstanzen auf das Wachstumsver-
halten von Trypomastigoten von T.b.brucei in Gegen-
wart einer "mammalian feeder layer", n = 4.
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung.
( ) Kontrolle:
(-------) 10- 6 molll;
(_._._._) 10- 5 molll;
( ......• ) 10- 4 mol/l.
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